Inhibition of lipogenesis by betaine involves activation of AMPK via upregulation of betaine-homocysteine methyltransferase in liver by 안철원
 
 
저 시-비 리- 경 지 2.0 한민  
는 아래  조건  르는 경 에 한하여 게 
l  저 물  복제, 포, 전송, 전시, 공연  송할 수 습니다.  
다 과 같  조건  라야 합니다: 
l 하는,  저 물  나 포  경 ,  저 물에 적 된 허락조건
 명확하게 나타내어야 합니다.  
l 저 터  허가를 면 러한 조건들  적 되지 않습니다.  
저 에 른  리는  내 에 하여 향  지 않습니다. 




저 시. 하는 원저 를 시하여야 합니다. 
비 리. 하는  저 물  리 목적  할 수 없습니다. 
경 지. 하는  저 물  개 , 형 또는 가공할 수 없습니다. 
약학박사학위논문
Betaine 의 Betaine-Homocysteine Methyltransferase 유도와 
AMP-activated Protein Kinase 활성화에 의한 지방간 억제
Inhibition of lipogenesis by betaine involves
activation of AMPK via upregulation of
betaine-homocysteine methyltransferase in liver
2016 년 8 월
서울대학교 대학원
약학과 예방약학 전공
안  철  원
Betaine 의 Betaine-Homocysteine Methyltransferase 유도와 
AMP-activated Protein Kinase 활성화에 의한 지방간 억제
Inhibition of lipogenesis by betaine involves
activation of AMPK via upregulation of
betaine-homocysteine methyltransferase in liver
지도교수 김 영 철
이 논문을 약학박사학위논문으로 제출함





2015 년 12 월
위 원 장 정  진  호 (인)
부위원장 김  상  건 (인)
위    원 이  병  훈 (인)
위    원 김  상  겸 (인)
위    원 김  영  철 (인)
- 1 -
국문 초록
지방간의 생성은 고지혈증, 제2형 당뇨 같은 대사증후군 관련 질병
의 발병에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다. Adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) 효소는 간 세포내 지
방축적을 억제하는 유망한 타겟으로 연구되고 있다. 최근 본 실험실 연
구에서, homocysteine 을 methionine 으로 remethylation 시키는 과정에
서 betaine-homocysteine methyltransferase (BHMT) 의 기질로 사용되
는 betaine 을 고지방 식이와 함께 투여 하였을 때, 간 내 지질의 축적
이 감소하였다. Betaine 의 투여는 지질합성에 관여하는 효소인 AMPK
와 ACC 의 인산화를 증가시키고, 전사인자인 liver X receptor α (LXR
α) 와 활성형 sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c)
의 단백질 발현을 감소시켰다. 그리고 betaine 의 투여는 BHMT 단백질 
발현을 증가 시켰으며, 간내 homocysteine 농도를 감소시켰다. 따라서 
본 연구는 이러한 선행연구를 바탕으로 BHMT 증가를 통한 betaine 의 
homocysteine 저하작용이 간 내 지질대사에 미치는 영향 및 기전을 밝
히고자 하였다.
랫트에게 methionine-choline deficient (MCD) 식이와 함께 1 %
betaine 을 식수로 3 주간 투여 하였을 때, betaine 의 투여는 중성지방
의 축적을 억제 하였다. MCD 식이를 공급한 랫트의 간에서 BHMT 단
백질 발현은 감소하고 homocysteine 농도는 증가하였다. Betaine 병용투
여는 MCD 식이에 의한 homocysteine 농도증가를 정상화시켰다. 또한 
AMPK, ACC, SREBP-1c 그리고 LKB1 의 단백질 인산화는 MCD 식이
에 의하여 감소하였으며 betaine 의 공급에 의해 회복 또는 증가하였다.
동물실험결과를 바탕으로 betaine 의 투여가 AMPK 의 활성화에 미
치는 영향을 HepG2 세포주와 H4IIE 세포주에서 연구하였다. HepG2 세
포주에서 betaine 의 처리는 AMPK 의 활성화에 영향을 미치지 못하였
다. BHMT 가 발현되는 H4IIE 세포주에서 betaine 의 처리는 BHMT 단
- 2 -
백질의 발현을 증가시키고, 세포내 homocysteine 의 농도를  감소시켰
다. H4IIE 세포주에서 betaine 의 처리는 AMPK, ACC, 그리고 
SREBP-1c 인산화를 증가시켰다. 반면 HepG2 세포주에서 homocysteine
의 처리는 AMPK, ACC, SREBP-1c, 그리고 LKB1 의 인산화를 감소시
켰다. 또한 AMPK 의 activator 로 알려져 있는 metformin 의 처리는 
HepG2 세포주에서 AMPK, ACC 그리고 SREBP-1c 의 인산화를 증가시
켰고, 이는 metformin 과 homocysteine 병용처리에 의하여 저해되었다.
Cystathionine β synthase (CβS) 의 저해제인 hydroxylamine (HA) 을 
HepG2 세포주에 처리하였을 때, CβS 단백질 발현 감소와 
homocysteine 농도의 증가를 확인하였다. HA 1 mM 투여는 AMPK,
ACC 그리고 SREBP-1c 의 인산화를 감소 시켰다. 그러나 H4IIE 세포주
에서 homocysteine 의 전처리는 BHMT 단백질 발현을 감소시키고, 세
포내 homocysteine 농도를 증가시켰다. Homocysteine 과 betaine 의 병
용처리는 BHMT 효소의 단백질 발현을 증가시키고, 세포내 
homocysteine 농도를 감소시켰다. 또한 homocysteine 과 betaine 의 병
용 처리는 homocysteine 에 의해 감소한 AMPK, ACC 그리고 
SREBP-1c 의 인산화를 회복 또는 증가시켰다.
본 연구결과를 종합하면, 랫트에 대한 MCD 식이 투여와 hepatoma
cell line 대한 homocsyteine 의 직접적인 처리로 인한, 간세포 내의 
homocysteine 농도의 증가는 직접적으로 AMPK 의 활성화를 억제하여 
지질합성을 증가를 가져온다. 또한 betaine 에 의한 지질생성 억제효과
는 간에서 BHMT 의 유도를 통해 homocysteine 의 제거를 촉진함으로
써 AMPK 활성화를 유발함으로써 일어남을 보여준다. 따라서 본 연구
는 간에서 homocysteine 농도증가에 의해 AMPK 의 활성화가 저해됨을 
밝힌 첫 번째 연구라는 것에 큰 의미를 가진다. 결과적으로 본 연구실
험결과는 betaine 의 지질생성 억제 효과는 BHMT upregulation 을 통
해 homocysteine 대사를 촉진함으로써 나타남을 시사하고 있다.
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서   론
간 질환은 원인에 따라 바이러스로 인한 간질환, 면역계통 이상으로 
인한 자가면역성 간질환, 약물이나 독성물질로 인한 독성 간질환, 과음
으로 인한 알코올성 간질환, 고지방 식이 또는 고탄수화물 식이섭취로 
인한 비알코올성 간질환 및 기타 원인이 불분명한 간질환으로 구분된다 
(Zang et al., 2016; Lieber & DeCarli, 1991; Luyckx et al., 2000). 현대 
사회의 급속한 발전과 함께 개인의 생활습관 및 식생활에 많은 변화가 
초래되었으며 식습관 변화로 인한 비만인구의 증가는 사회적으로 중요
한 문제로 대두되고 있다. 특히 식생활의 변화 및 운동부족으로 인한 
비알코올성 지방간 (Non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) 의 발병
률은 점점 증가하고 있는 상태이다. 특히, 미국에서는 만성간질환 환자
에서 비알코올성 지방간이 가장 흔하게 나타났다. 미국에서 만성 간질
활 환자 중에서 비알코올성 지방간 발병률은 1988-1994 년도에 46.8 %
였지만, 2005-2008 년에는 75.1 % 로 지난 20 년 간 비알코올성 지방간 
발병률이 점점 증가하고 있다 (Younossi et al., 2011). 미국에서 이러한 
비알코올성 지방간 환자의 증가는 같은 기간 동안 비만, 내장 비만, 제 
2 형 당뇨병의 증가와 연관이 있었다. 미국뿐만 아니라 전 세계적으로
도 비알코올성 지방간의 유병률은 높은 상태이다. 2014 년 World
Gastroenterology Organization 의 보고에 따르면, 유럽과 중동 지방의 
비알코올성 지방간 유병률은 30-40 % 이고, 그중 당뇨환자에서는 75 %,
고도비만 환자에서는 90-95 % 의 비알코올성 지방간 유병률을 나타냈다 
(Review et al., 2014). 동아시아에서 비알코올성 지방간의 유병률은 일
본 18 %, 그리고 중국 15 % 로서 유럽과 미국의 유병률 보다는 낮지만 
그 추세가 점점 증가하는 상태이며, 특히 중국은 산업화로 인해 지난 
10 년간에 비해 약 2 배 증가한 상태이며 도시로 갈수록 높은 유병률을 
보인다 (Hamaguchi, 2005; Park et al., 2006; Fan and Farrell, 2009). 우
리나라의 경우 역시 서구화된 식습관으로 인한 비만과 그에 따른 비알
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코올성 간질환의 유병률이 높아지고 있어, 국민 건강을 크게 위협할 뿐
만 아니라 이를 치료하기 위한 비용으로 인한 국가적인 손실도 막대한 
실정이다. 한국 성인의 비알코올성 지방간 유병률이 2004년 11.5 % 에
서 2010년 23.6 % 로 두 배 이상 증가된 것으로 보고되었다 (2013 식약
처 보도자료). 하지만 비알코올성 지방간에 대한 연구와 치료는 그 중요
성이 높아지고 있는데 반해, 이에 대한 효율적인 관리방법과 유효한 치
료제의 개발은 아직까지 부족한 실정이다.
비알코올성 지방간은 간염 (Hepatitis) 이나 섬유화 (Fibrosis) 을 일
으키는 비알코올성 지방간염 (Non-alcoholic steatohepatitis, NASH) 에
서, 나아가  간경변 (Cirrohsis) 과 간암 (Liver cancer) 으로 발전될 수 
있다 (Matteoni et al., 1999). 통계청의 자료에 따르면 2014 년 한국인의 
사망원인 가운데 간 질환에 의한 사망자 수는 인구 10만 명당 13.1 명
이며 이는 사망 원인들 가운데 8 번째에 해당한다. 특히, 남성의 경우 
간 질환에 의한 사망자는 10 만명 당 19.9 명에 달한다. 악성 신생물 
(암) 에 의한 사망률 (10 만명 당 150.9 명) 이 전체 사인 중 가장 큰 비
율을 차지하는 가운데, 이중 간암 (10만명 당 22.8 명) 이 두 번째로 높
은 사망원인으로 밝혀졌다 (통계청, 2015). 따라서 간 질환은 한국인의 
건강을 유협하는 주요 병증으로 생각되며, 이러한 간 질환의 예방 및 
치료를 위한 많은 연구가 필요한 실정이다.
1. 비알콜성 지방간
비알코올성 지방간은 음주력이 없는 환자에게서 알코올성 간질환의 
양상과 비슷한 간 기능 장애 및 조직손상이 초래되는 경우를 통틀어 말
하며 단순한 지방 축적에서 간경화에 이르기까지 광범위한 간조직의 변
화를 포함한다. 비알코올성 지방간염 환자의 20 % 이상이 간경변으로 
발전하며, 이들 중 절반은 간기능이 정상적이지 못해 생명에 지장을 받
을 수 있다고 보고되고 있다 (Matteoni et al., 1999). 만약 이차적인 병
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인에 노출될 경우 급속한 병변의 진행과 치명적인 결과에 이를 수 있기 
때문에 비알코올성 지방간은 임상적 중요성이 증가하고 있으며, 비만,
인슐린 저항성, 고중성지방혈증 등이 위험인자로 알려져 있다 
(Portincasa et al., 2005). 간 세포내 중성지방 (triglyceride) 의 축적은 
비알코올성 지방간의 특징이다. 간은 지방산의 유입, 중성지방의 합성 
및 배출 등의 지방대사에서 중추적인 역할을 하는 장기이며, 이러한 과
정의 간내 불균형이 지방간을 유발 할 수 있다 (Ferré and Foufelle F,
2010).
중성지방은 glycerol 중심에 3 개의 acyl 화된 긴 사슬 지방산이 연
결되어 있는 형태로서 주로 간에서 생성되며, 지방조직과 골격근의 가
장 주요한 저장형태이다. 긴 사슬 지방산은 간에서 acetyl-CoA 로부터 
합성되며, 그 과정에서 acetyl-CoA carbxylase (ACC) 는 속도결정단계 
효소로서 작용한다. Acetyl-CoA 는 ACC 의 작용으로 malonyl-CoA 를 
생성하며, 생성된 malonyl-CoA 는 acetyl-CoA, NADPH 와 함께 fatty
acid synthase (FAS) 의 기질로 사용되어 palmitate 와 같은 긴 사슬 지
방산을 형성하며, 그 과정은 다음과 같다 (Sedgwick et al., 1977; Baron
et al., 2004; Kim et al., 1997).
Acetyl-CoA + 7 Malonyl-CoA + 14 NADPH + 14 H+
→ Palmitate + 7 CO2 + 8 CoA + 14 NADP+ + 6 H2O
생성된 긴 사슬 지방산은 fatty acyl-CoA 를 형성하고,
glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT) 의 작용에 의해  
glycerol-3-phosphate 에 acyl 기를 전달함으로써 glycerolipid 를 생성한
다. GPAT 에 의해 생성된 glycerolipid 는 diglyceride
acyltransfease (DGAT) 의 작용에 의하여 최종적으로 중성지방 
(triglyceride) 을 형성한다 (Nguyen et al., 2008). 간에서 생성된 중성지
방은 very low-density lipoprotein (VLDL) 의 형태로 혈액으로 배출되
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기 때문에 간에서의 중성지방 합성의 증가는 혈액, 지방조직에서 지질
증가를 일으킨다. 따라서 간에서 중성지방을 생성하는 지질생성 과정의 
억제는 비알코올성 지방간을 예방과 비알코올성 지방간과 연관된 질병
을 예방하는 중요한 목표점으로 여겨진다.
2. 황함유 아미노산 대사
황함유 아미노산 대사과정 (Figure 1) 은 황을 함유하는 아미노산인 
methionine 과 cysteine 을 포함하여 궁극적으로 taurine 과 glutathione
(GSH) 를 합성하는 경로이며, 생체의 항산화 활성유지에도 중요한 역할
을 한다고 알려져 있다 (Cooper, 1983; Finkelstein, 1990; Stipanuk,
2004).
2. 1. 간에서의 황함유 아미노산 대사
황을 포함하는 아미노산인 methionine 의 대사는 간에서 중추적으로 
이루어 진다 (Mato et al., 2002). 간에서 methionine 은 methionine
adenosyltransferase (MAT) 에 의하여 adenosine 기와 합쳐져 
S-adenosylmethionine (SAM) 으로 전환된다. SAM 은 체내에서 주요한 
transmethylation 반응의 methyl 기 공여자로서 작용하고,
transsulfuration, polyamine 합성의 대사경로에 관여한다 (Lu, 2002).
Methyltransferase 에 의하여 촉매되어 SAM 의 methyl 기가 전달된 후  
S-adenosylhomocysteine (SAH) 이 생성되며, transmethylation 반응은 
많은 생체물질의 대사에 영향을 주어 생리학적인 변화를 유발한다.
Hormone, 신경전달 물질, 핵산, 단백질, 인지질과 외인성 물질 등이 
SAM 에 의하여 methylation 이 되며, 이러한 반응은 SAM 의 유용성에 
영향을 받는다 (Cantoni, 1975).
SAM 이 transmethylation 반응에 사용이 된 후, 생성되는 SAH 는 
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SAH hydrolase 에 의하여 가수분해 되어 homocysteine 과 adenosine
으로 분리된다 (Eloranta and Kajander, 1984). Homocysteine 은 
methionine synthase (MS) 와 betaine-homocysteine methyltransferase
(BHMT) 에 의해 methionine 으로 remethylation 되는 과정을 거친다 
(Finkelstein, 2000). 따라서 methionine 으로부터 homocysteine 을 거쳐 
다시 methionine 으로 돌아오는 과정은 methionine cycle 또는 
remethylation cycle 이라고도 불린다. 한편, homocysteine 은 
cystathionine β-synthase (CβS) 에 의하여 serine 과의 축합을 통해 
cystathionine 으로 변환되고, 이어서 cystathionine γ-lyase (CγL) 의 작
용으로 cysteine 을 생생하여 transsulfuration 과정으로 진행된다 
(Banerjee et al., 2003). Sulfhydryl 기를 함유한 아미노산인 cysteine 은 
간에서 GSH 로 전환되어 혈액을 통해 다른 기관에 공급되거나, 비가역 
적으로 taurine 또는 inorganic sulfate 로 대사되어 주로 뇨를 통하여 
배설된다 (Lu, 2000a.; Stipanuk et al., 2006). 간에서 GSH 의 합성은 기
질인 cysteine 의 유용성과 γ-glutamylcysteine lygase (GCL) 의 활성에 
의하여 결정된다. GCL 은 oxidative stress 에 의해 활성이 증가하며,
GSH 의 농도에 의하여 feedback inhibition 을 받는다. 또한 cysteine
의 농도가 감소할 경우 cysteine 은 주로 GSH 로 전환되며, cysteine 의 
유용성이 증가할 경우, cysteine dioxygenase (CDO) 의 활성 증가에 의
해 taurine 합성은 증가한다 (Stipanuk et al., 2006). 황함유 아미노산 대
사과정은 다른 장기에서 보다 간에서 활발히 일어나는 것으로 알려져 
있다 (Finkelstein, 1990).
2. 2. 비알코올성 지방간에서 황함유 아미노산 대사과정의 변화
1960년대 간 질환 환자에게 있어서 methinoine 의 체내 대사 감소가 
보고된 이후 다양한 간 손상 모델에서 황 함유 아미노산 대사과정의 교
란과 이로 인한 황 함유 아미노산 대사체들의 농도 변화 및 이들 대사
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체들의 역할이 주목받고 있다 (McClain et al., 2004a; McClain et al.,
2004b; Lu and Mato, 2005).
식이 중 methionine 및 choline 공급을 제한하는 methionine-choline
deficient (MCD) 식이 모델과 간에서 SAM 합성효소인 MAT1A 를 
knockout 시킨 마우스를 이용해 비알코올성 지방간과 관련된 연구가 이
루어 졌다 (Eastin et al., 1997; Chawla et al., 1998; Lu et al., 2001).
MCD 식이 모델에서 간의 SAM 농도의 저하가 유발되었으며, 지질 침
착이 일어나고 장기간 MCD 식이 공급 시 간경화로 발전하여 결국 간
암으로 진행되었다 (Eastin et al., 1997; Chawla et al., 1998). MAT1A
knockout 마우스에서도 간의 SAM, GSH 고갈 및 macrovesicular fat 의 
축적과 염증반응이 나타났으며, 시간이 경과함에 따라 간암으로 진행하
였다 (Martinez-Chantar et al., 2002a; Martinez-Chantar et al., 2002b).
두가지 비알코올성 지방간 모델에서 발현된 간의 병리학적 현상 및 황
함유 아미노산 대사과정의 변화가 거의 유사하였으며, 따라서 황함유 
아미노산 대사과정의 교란이 비알코올성 지방간의 주요한 원인임이 제
안되었다 (McClain et al., 2004b).
또한 3 주간 고지방 (High fat) 식이를 사용하여 비알코올성 지방간
을 유도한 본 실험실 선행 연구에서, 고지방 식이의 투여는 랫트의 간
에서 지질의 침착을 증가시켰고 hydroxyl radical 과 peroxyl radical 에 
대한 scavenging capacity 를 감소시켰으며, 염증관련 지표인 TNFα 의 
농도를 증가시켰다 (Kwon et al., 2009). 이러한 간 손상증가는 고지방 
식이의 투여가 SAM 과 SAH 의 비율을 감소시키며, GSH 의 농도 감
소를 일으켜 황함유 아미노산의 대사경로를 교란함으로써 일어나는 것
으로 보인다. 따라서 황함유 아미노산 대사경로의 교란은 비알코올성 
지방간 생성을 비롯한 여러 간 손상에 중요한 기전이 될 수 있으며, 황 
함유 아미노산 대사과정 교란의 정상화는 비알코올성 지방간의 중요한 
치료점이 될 수 있음을 암시하고 있다.
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Figure 1. Sulfur-containing amino acid metabolism
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3. Betaine
Betaine 은 중국 최고 의약서인 신농본초경 (神農本草經) 에서 상약 
(上藥) 으로 기재되어 있는 구기자 (枸杞子, Lyciumchinense) 의 열매에서 
추출한 주요한 유효성분으로, 동양에서는 전통적으로 간 기능 이상에 
사용되어 왔다. Betaine 은 중성의 수용액에서 양쪽성을 가지는 4 급 아
민이며, trimethylglycine, 또는 glycine betaine 으로도 불리워진다.
3. 1. 분포 및 공급
랫트의 간에서 betaine 농도는 약 2 ~ 4 mM, 혈중에서 20 ~ 70 μM
이 존재하며, betaine 은 시금치, 새우, 밀배아, 그리고 밀겨울 등과 같은 
식이에 널리 함유되어 있고, 체내에서는 choline 의 비가역적인 산화과
정을 통하여 생성된다 (Barak and Tuma, 1979). Choline 으로부터 
betaine 의 합성은 2 가지 효소과정을 통하여 이루어진다 (Figure 2). 먼
저 미토콘드리아에 존재하는 choline dehydrogenase (혹은 choline
oxidase) 에 의해 betaine aldehyde 로 전환된 후 미토콘드리아 또는 
cytoplasm 에서 betaine aldehyde dehydrogenase 에 의해 이차적인 산
화과정을 거쳐 이루어지며, choline oxidase system 에 관여하는 효소들
의 활성은 간과 신장에서 가장 높다 (Zeisel, 1981; Grossman and
Herbert, 1989).
체내 betaine 의 공급원인 choline 은 식이 또는 phosphatidylcholine
( lec i th in) 의 대사에 의한 체내 합성으로 공급되며 , 부분적으로 
acetylcholine 및 betaine 으로 전환 되지만 phosphatidylcholine 의 재합
성이 95 % 를 차지한다 (Zeisel, 2006). Phosphatidylcholine 의 합성은 
choline 이 인산화를 거쳐 cytidine diphosphocholine 으로 전환되고    
이후 diacylglycerol 과의 축합을 통해 phosphatidylcholine 이 생성되는
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Figure 2. Oxidation of choline to betaine
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반응과 phosphatidylethanolamine 이 3 분자의 SAM 으로부터 methyl
기를 전달받아 phosphatidylethanolamine N-methyltransferase (PEMT)
작용 의하여 phosphatidylcholine 이 합성되는 과정으로 나누어지는데,
간에서는 choline 의 인산화 반응으로 인한 합성이 70% 정도로 우세하
다 (Zeisel, 2006). PEMT 효소가 결핍된 동물실험을 통하여 PEMT 에 
의한 phosphatidylcholine 의 생성은 주요한 SAM 의 소모경로이며,
homocysteine 생성경로라는 것이 확인되었다 (Stead et al., 2006).
Choline 의 인산화로부터 phosphatidylcholine 생성되는 과정은 체내 
betaine 의 전구체인 choline 의 소모를 가져와 betaine 농도에 영향을 
줄 수 있으며, PEMT 에 의한 phosphatidylcholine 생성과정은 3 분자의 
SAM 을 소모하는 과정으로서 SAM 의 소모와 homocysteine 농도를 증
가시켜 betaine 농도에 영향을 주게 된다. 따라서 phosphatidylcholine
생성과정 2 가지 모두 체내 betaine 농도에 영향을 줄 수 있으며,
betaine 농도에 의해 영향받을 수 있을 것으로 측정된다.
3. 2. 생리작용
Betaine 의 생리작용은 세포 내 삼투압 조절 및 homocysteine 에 
methyl 기를 전달하여 methionine 을 합성하는 methyl donor 로서 황 
함유 아미노산 대사에 영향을 미치는 작용이라고 알려져 있다 (Craig,
2004). 삼투압 조절 측면에서 betaine 은 다양한 환경적 스트레스로 부
터 세포를 보호한다. 대표적인 예로서, betaine 은 신장에서 뇨의 농축
시 발생하는 삼투압의 상승으로부터 세포를 보호하는 중요한 organic
osmolyte 로 작용하며, 신장세포에서 뇨의 삼투압에 비례하여 증가한다 
(Garcia-Perez and Burg, 1991). 또한 betaine 은 간의 macrophage 인 
Kupffer cell 과 sinusoidal endothelial cell 의 organic osmolyte 로도 
작용함이 확인되었다 (Horio et al., 2001; Weik et al., 1998; Zhang et
al., 1996a; Zhang et al., 1996b). 세포로 수송된 betaine 은 세포의 기능
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조절에 중요한 역할을 담당하는 것으로 제안되었으며, 실제로 삼투압 
변화에 의한 Kupffer cell 의 활성화를 억제하였다 (Weik et al., 1998;
Zhang et al., 1996a).
황함유 아미노산에 대한 betaine 의 생리작용은 주로 간과 신장에서 
homocysteine 에 methyl 기를 제공하며 methionine 을 합성함으로써,
homocysteine 제거에 기여하게 된다. 황함유 아미노산 대사에 있어서 
homocysteine 의 대사는 중요한 조절단계에 위치한다. 즉, CβS 에 의한 
cystathionine 의 합성은 비가역적으로 methionine 의 황을 cysteine 으
로 전달하며 , 반면 BHMT 와 MS 에 의한 methionine 의 합성은 
methionine 의 황을 보존한다. Betaine 의 황 함유 아미노산에 대한 영
향은 본 실험실에서 식수를 통해 3 주간 마우스에 betaine 을 공급한 
실험모델을 통하여 연구되었다 (Kim and Kim, 2005). Betaine 의 투여
에 의해 methionine 이 증가하였고, MAT 활성의 증가와 함께 SAM 과 
SAH 모두 증가하였지만 SAM:SAH ratio 가 control 군에 비하여 증가
하여 체내 methylation capacity 가 증가하였다. Homocysteine 농도는 
저하되었고, CβS 활성에는 영향을 미치지 않았다. Cysteine 생성의 전
구체인 cystathionine 농도는 감소하였고, CDO 활성과 간 및 혈액의 
taurine 농도는 감소되어 cysteine 이 taruine 으로의 대사되는 경로는 
억제되는 것으로 나타났다. Cysteine 농도와 cysteine 으로부터 GSH 가 
합성되는 경로에는 영향을 미치지 않았다. 하지만 methonine cycle 과 
transsulfuation reactions 에 일어나는 현저한 변화에도 불구하고 간의 
cysteine 이나 GSH 농도에는 영향을 미치지 않았다. 그리고 같은 선행
연구에서 황 함유 아미노산 대사과정의 조절이 갖는 약리학적 의의를 
확인하기 위해 betaine 투여 실험 모델에 간과 신장독성을 유발하는 물
질인 choloroform 을 투여한 결과, betaine 의 투여는 chloroform 에 의
한 간과 신장 독성을 현저하게 억제하였다 (Kim and Kim, 2005). 이 연
구뿐만 아니라, 본 실험실 선행 연구에서 알코올, lipopolysaccharide, α
-naphthylisothiocyanate, 그리고 dimethylnitrosamine 에 의해 유발된 
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간독성에 대해서도 betaine 투여에 의한 간 보호효과가 나타났다 (Kim
& Kim, 2002; Kim et al., 2005; Kim et al., 2009; Jung et al., 2013). 그
리고 3 주간 고지방 식이를 사용하여 비알코올성 지방간을 유발한 본 
실험실 선행연구에서 betaine 의 투여는 methionine, SAM:SAH ratio 를 
증가시켰고, 고지방식이에 의해 감소한 GSH 농도를 증시켰다. 고지방 
식이에 의하여 교란된 황함유 아미노산의 대사를 betaine 투여가 정상
화함으로써 간에서 유발된 산화적 스트레스를 억제하였다 (Kwon et al.,
2009). 위의 본 실험실 선행연구 결과는, 간손상 유발 동물실험모델에서 
betaine 의 투여는 황함유 아미노산 대사를 개선시켜 간 보호효과를 나
타냄을 암시한다. 따라서 betaine 대사과정에 대한 연구는 독성물질에 
의한 b e ta i ne 의 간 보호효과를 규명하는 중요한 연구가 된다 .
3. 3. 대사
Betaine 의 대사는 BHMT 에 의하여 매개되며 homocysteine 에 
methyl 기를 전달한 후 dimethylglycine 으로 전환된다. 한편,
homocysteine 에 methyl 기를 제공하는 반응은 MS 에 의해서도 매개
된다. 이 반응은 5-methyltetrahydrofolate 의 methyl 기가 MS 에 의해 
cobalamin (Vitamin B12) 에 전달되어 methylcobalamin 을 형성하고,
이후 homocysteine 에 methyl 기를 공급하게 된다. 설치류의 간에서 
homocysteine 의 methylation 에 대한 작용은 BHMT 와 MS 가 서로 
상호보완하는 것으로 보고되고 있으며, choline 결핍식이에 의하여 
betaine 의 농도가 낮아지게 되면, 더 많은 양의 
5-methyltetrahydrofolate 가 homocysteine 대사에 사용이 된다 
(Varela-Moreiras et al., 1992). 반대로 folate 또는 cobalamin 결핍식이,
5-methylenetetrahydrofolate 를 5-methyltetrahydrofolate 로 전환시키는 
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 가 유전적으로 결핍될 
경우 BHMT 의 활성이 증가되어 homocysteine 의 methylation 에 대해 
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MS 와 상보적으로 작용한다. (Kim et al., 1994; Schwahn et al., 2003;
Schwahn et al., 2004). 즉, folate 의 공급 감소로 인해 MS 의 활성이 
감소되고, 따라서 증가된 homocysteine 의 제거를 위해 더 많은 betaine
이 소모됨을 의미한다.
BHMT 는 포유류의 간에 풍부하고, human, pig, guinea pig 의 신
장에서도 발견되지만, 랫트의 신장에서는 극히 제한적으로 존재한다고 
알려져 있다. 간에서 BHMT 의 활성은 betaine 과 choline 공급에 의하
여 증가하며, dimethylgycine, methionine, SAM, 그리고 
methylthioadenosine 등 에 의하여 그 활성이 억제되는 것으로 보고되
었다 (Finkelstein et al., 1982a; Finkelstein et al., 1982b; Finkelstein et
al., 1983; Finkelstein and Martin, 1984; Ou et al., 2007). 또한 
hydrocortisone, cortisol, triamcinolone 과 같은 부신피질 호르몬 유사체
에 의하여 BHMT 의 mRNA 및 활성이 증가되며, insulin 의 처리는 
triamcinolone 에 의한 mRNA 발현 및 활성 증가를 억제하였다 (Jacobs
et al., 1998; Wijekoon et al., 2005; Ratnam et al., 2006). 마우스에 만성
적으로 알코올 식이를 투여하였을 때, BHMT 의 발현과 활성은 영향을 
받지 않았지만, MS 의 발현 감소로 인해 hyperhomocysteinemia 가 관
찰되었다 (Ji et al., 2004). 반면 랫트에서는 알코올 식이에 의해 BHMT
의 발현 및 활성이 증가되어 betaine 의 고갈을 유발하고, 이로 인해 
homocysteine 의 농도가 증가하였다 (Finkelstein et al., 1974). 한편, 간
경화 및 간암과 같은 만성 간질환에서는 BHMT 의 발현이 감소되며,
이에 따라 homocysteine 의 농도 증가를 야기하게 된다 (Avila et al.,
2000).
Homocysteine 은 생체의 항산화체계에 관여하는 cysteine 과 GSH
처럼 내인성 thiol 로 분류되지만, 이들과는 달리 “bad thiol" 로 불려지
는 대사체이다 (Mato and Lu, 2005). 임상적으로나 동물실험에서 혈중 
homocysteine 농도가 높은 상태인, hyperhomocysteinemia 일어난 상황
에서 homocysteine 과 atherosclerosis, end-stage renal disease, neural
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tube defects, 그리고 Alzheimer disease 와의 관련성이 밝혀지고 있으
며, 간 손상과의 연관성 또한 활발히 연구되고 있다 (Refsum et al.,
1998; Bostom and Lathrop, 1997; Eskes, 1998; Lehmann et al., 1999; Ji
and Kaplowitz, 2003). 특히, homocysteine 에 의한 extracellular matrix
의 교란, oxidative stress, endoplasmic reticulum (ER) stress 와 
proinflammatory factors 의 활성화가 주목되고 있다. Vascular smooth
muscle cell, hepatocytes, HepG2 cells, hepatic stellate cells 등 다양한 
세포주에서 homocystiene 은 activating protein-1 의 bindig activity를 
증가시켜 조직의 extracellular matrix homeostatis 에 관여하는 tissue
inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) 의 발현을 증가시키고,
collagen 전구체의 발현을 증가시켰다 (Torres et al., 1999;
Carcia-Tevijano et al., 2001). Extracellular matrix homeostais 와 관련된 
homocysteine 의 영향은 혈관벽세포나 간세포에서 조직의 변화를 가져
와 homocysteine 에 의한 동맥경화 및 간경화의 중요한 기전으로 보인
다. 또한 human aortic endothelial cell 에서 homocysteine 은 염증관련 
지표인 monocyte chemoattrantant protein-1 (MCP-1) 과 interleukin-8
(IL-8) 을  증가시켜 동맥경화를 유발할 수 있음이 관찰되었다 (Poddar
et al., 2001). 또한 염증 반응에 대한 homocysteine 의 영향은 동맥경화 
동물모델인 apolipoprotein-E knockout 마우스에서 homocysteine 에 의
한 nuclear factor-κB (NF-κB) 의 증가에 의해 일어남이 보고되었다 
(Hofmann et al., 2001). 따라서 homocysteine 증가는 이러한 반응들을 
통하여 homocysteine 에 의하여 발생하는 여러 병변에 관련되어 있는 
것으로 보이며, betaine 은 BHMT 를 통해 homocysteine 을 methionine
으로 대사촉진 시킴으로써 이러한 병변 치료에 이용될 수 있음을 시사
한다. 하지만 hyperhomocysteinemia 에 의한 질병에서 betaine 투여에 
의한  치료 또는 예방 효과는 아직까지 제한적이며, 많은 질병모델에서 
연구가 필요한 상황이다.
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3. 4. 비알코올성 지방간에 대한 betaine 의 영향
Betaine 은 간에서 지방축적을 억제함으로써 지방간 생성을 억제한
다고 알려져 왔다. 당뇨유발 또는 정상적인 동물모델에서 고지방 식이
에 의해 유발된 비알코올성 지방간이 betaine 또는 choline 의 투여에 
의하여 억제됨이 보고되었다 (Best et al., 1932; Best et al., 1933). 그리
고 betaine 투여는 랫트에서 liver cirrhosis 를 억제하는 결과를 보여주
었다 (Webster, 1942; Best et al., 1969). 임상적으로, betaine 을 비알코
올성 지방간 환자에 투여하였을 때, 위약 투약군에 비하여 hepatic
steatosis 와 염증관련 지표가 개선되는 결과를 보여주었다 (Abdelmelek
et al., 2001; Maglio et al., 2000). 본 실험실에서 고지방식이에 의한 비
알코올성 지방간 유발모델에서 betaine 의 투여는 고지방 식이에 의하
여 유발된 간내 지질 축적을 억제하였으며, peroxyl radical 과 
hydroxyl radical 에 대한 항산화 지표를 개선시켰다 (Kwon et al.,
2009). 이러한 비알코올성 간손상에서 betaine 투여의 효과는 choline 소
모 감소와 SAM 증가를 통한 phosphatidylcholine 합성증가를 통해 간
에서 VLDL 배출을 증가시킴으로써 간내 지방축적을 억제하여 비알코
올성 간손상을 억제하는 것으로 제안되어 왔다 (Yao and Vance, 1989).
이 결과와 같이 본 실험실 선행연구에서, 고지방식이에 의해 유발된 비
알코올 지방간에서 betaine 의 투여는 혈중 phosphatidylcholine 을 증
가 시켰고, VLDL 합성의 platform protein 으로서 역할을 하는 
apolipoprotein B (ApoB) 의 간내 단백질 발현을 증가시켜 간에서의 지
질배출을 촉진시켰다 (Ahn et al., 2015). 이 결과는 간에서의 지질배출 




Adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK) 는 
serine/threonine kinase 로서 체내 모든 조직에 존재하며, energy
sensor 로서 작용하여 체내 대사 항상성 유지에 관여한다 (Carling,
2005; Steinberg et al., 2006; Hardie, 2007; Towler and Hardie, 2007).
구조적으로 AMPK 는 heterotrimer 구조를 가지고 있으며, catalytic
subunit 인 alpha subunit 와 regulatory subunit 인 beta 와 gamma
subunit 으로 구성되어 있다 (Xiao et al., 2007). 구조적으로 alpha
catalytic subunit 에 의한 최적의 AMPK 활성화를 위해서 beta 와 
gamma subunit 모두 필요하다 (Chen et al., 1999). 이렇게 3 가지 
subunit 에 의해 각각 다양한 isoform (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2, γ3) 이 발현
되어, 최대 12 종류의 heterotrimer 의 발현이 가능하며, 이 조합은 조직 
특이적으로 발현된다고 알려져 있다 (Mahlapuu et al., 2004).
4. 1. AMPK 의 조절 
AMPK 의 활성화는 catalytic subunit 인 alpha subunit 의 Thr-172
위치가 인산화 됨으로써 가장 크게 증가한다 (Oakhill et al., 2012).
AMPK 의 alpha subunit 인산화는 직접적으로 AMPK 상위단계 인산화 
효소에 의해 일어나며, adenosine monophosphate (AMP) 혹은 
adenosine diphosphate (ADP) 에 의해 그 활성이 더욱 증가한다고 보
고 되어있다 (Oakhill et al., 2010). 또한, AMP 혹은 ADP 는 gamma
subunit 에 결합함으로써 AMPK 를 allosteric activation 시킬 수 있다 
(Sanders et al., 2007; Oakhill et al., 2011; Xiao et al., 2011). AMP 와 
ADP 의 gamma subunit 에 대한 결합은 AMPK 효소 구조의 변화를 
일으켜 alpha subunit 의 Thr-172 인산기가 phosphatase 에 의하여 분
해되는 것을 막아, AMPK 활성이 유지되도록 한다 (Sanders et al.,
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2007; Oakhill et al., 2011). AMP 와 ADP 에 의한 alpha subunit 인산
화는 beta subunit 의 myristoylation 과정이 필요하지만, allosteric
activation 에는 beta subunit 의 myristoylation 과정이 필요하지 않음이 
보고되었다 (Oakhill et al., 2010).
포유류에서 AMPK alpha subunit 의 Thr-172 위치를 인산화 시키는 
upstream kinase 로서 liver kinase B1 (LKB1) 과 Ca2+/CaM-dependent
protein kinase kinase (CaMKK) 가 알려져 있다. LKB1 은 거의 대부분 
핵안에 존재하고, 소량만이 cytoplasm 에 존재한다고 알려져 있다 
(Smith et al., 1999; Tiainen et al., 2002). LKB1 은 2 종류의 complex
를 형성할 수 있으며, complex 형성은 LKB1 의 안정성과 활성에 영향
을 준다. 먼저 STE20-related adaptor protein (STRAD), mouse protein
25 (MO25) 와 함께 heterotrimer 를 이룰 수 있다 (Hawley et al., 2003;
Woods et al., 2003). STRAD 는 pseudokinase 로서 LKB1 의 핵에서 
cytoplasm 으로의 이동을 유도하며, LKB1 의 활성을 증가시킬 수 있다.
반면 MO25 는 scaffolding protein 으로서 STRAD 에 결합하여,
STRAD 와 LKB1 의 결합을 촉진하며, STRAD 에 의한 LKB1 의 활성
을 증가를 유도할 수 있다 (Baas et al., 2003; Zeqiraj et al., 2009;
Milburn et al., 2004). 또한 LKB1 은 heat shock protein 90 과 CDC37
과 complex 를 이루어 cytoplasm에서 안정화를 이룰 수 있다 (Nony et
al., 2003; Boudeau et al., 2003). 최근 연구에서 LKB1 은 
cAMP-dependent protein kinase (PKA), protein kinase C (PKC),
ataxia telangiectasia mutated (ATM) 에 의해 인산화 되어 AMPKα 
subunit 에 대한 affinity 가 증가할 수 있다 (Collins et al., 2000; Xie et
al., 2006; Sapkota et al., 2002). AMPK 의 activator 로 알려져 있는 
5-aminoimidazole-4-carboxyamide ribonucleoside (AICAR) 에 의한 
AMPK activation 은 LKB1 를 통하여 일어나는 것으로 보고되었다 
(Fisslthaler et al., 2009; Sutherland et al, 2003). LKB1 은 AMPK
alpha2 subunit 을 한정적으로 인산화시키는 것으로 연구되었으며,
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LKB1 의 결핍은 심근 세포와 골격근 세포에서 AMPK alpha2 의 활성
을 억제하는 것으로 보고되었다 (Sakamoto et al., 2006).
LKB1 과는 달리, CaMKK 는 세포내 Ca2+ 의 농도에 영향을 받는다.
Bradykinin 과 thrombin 과 같이 세포내 Ca2+ 의 농도를 증가시키는 자
극은 CaMKK 활성화를 통하여 AMPK alpha2 를 활성화 시킨다고 보고
되었다 (Hawley et al., 2005; Stahmann et al., 2006).
4. 2. AMPK 의 작용
AMPK 는 체내 “master metabolic switch” 로서 작용하여, 활성화 
되어 glycogen, fatty acid, cholesterol 을 합성하는 anabolic pathway
를 억제하고, glycolysis, fatty acid β-oxidation을 통하여 adenosine
triphosphate (ATP) 를 생성하는 catabolic pathway 를 증가시키는 것으
로 알려져 있다.
Glycogen 은 짧은 시간 에너지 저장형태로서 운동시에 근육조직이
나 단식시에 간에서 중요한 에너지원으로서 사용된다. AMPK 는 
glycogen synthase (GS) 의 inhibitory site 로 알려진 Ser-7 을 인산화 
하여 활성을 억제하는 것으로 알려져 있으며, 동물실험에서 간에서 
glucose 생성이 AMPK 에 의하여 억제되었다 (Steinberg et al., 2009;
Bergeron et al., 2001). 그리고 AMPK alpha2 knockout 마우스에서 
hyperglycemia, glucose intolerance, 그리고 간에서 glucose 생성이 증
가하였다 (Andreelli et al., 2006). L-type pyruvate kinase (L-PK),
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), 그리고 
glucose-6-phosphatase (G-6-P) 와 같은 gluconeogenesis 관련된 효소들
의 전사가 AMPK 에 의하여 억제되었다 (da Silva Xavier et al., 2003;
Lochhead et al., 2000; Woods et al., 2000).
Glucose 와 같은 즉시 이용 가능 한 에너지원이 고갈되었을 경우,
lipid 는 생체 내 에너지원으로서 이용된다 (Kiens, 2006). 이때, AMPK
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는 몇몇 기질들을 조절함으로써 지질대사에 영향을 미친다. 이중 ACC
는 acetyl-CoA 로부터 지방산 생성에 중요한 기질로 사용 되는 
malonyl-CoA 를 생성함으로써, 지방산 생성에 관여한다 (Sedgwick et
al., 1977). 그리고 ACC 작용의 산물인 malonyl-CoA 는 mitochondira
에서 지방산 β-oxidation 에 관여하는 효소인 carnitine
palmitoyltransferase 1 (CPT1) 의 강력한 억제제로 알려져 있다 
(McGarry et al., 1983). Malonyl-CoA 는 CPT1 의 억제를 통해
mitochondria 로의 긴 사슬 지방산의 이동을 억제함으로써 지방산 β
-oxidation 을 억제하여 지방산 분해를 저하시키게 된다. 따라서 ACC
의 불활성화는 지방산 생성의 기질인 malonyl-CoA 생성을 억제할 뿐만
아니라, mitochondria 에서 지방산 분해를 억제하여 간에서 지방축적을 
억제하게 된다. AMPK 는 ACC 의 Ser-79, Ser-1200, 그리고 Ser-1215 부
분을 인산화 함으로써 직접적으로 ACC 를 불활성화 시킨다고 알려져 
있으며, AMPK 의 activator 인 AICAR 의 투여에 의해 ACC Ser-79 위
치가 인산화됨이 보고되었다 (Munday et al., 1988; Davies et al., 1990;
Corton et al., 1995). 따라서 AMPK 는 ACC 불활성화를 통하여 직접적
으로 지방산 합성을 억제할 뿐만 아니라, malonyl-CoA 에 의한 지방산 
산화억제를 저해함으로써 지질대사에 영향을 미치게 된다.
ACC 와 함께 지방산 합성에 중요한 효소인 FAS 와 glycerolipid 생
성에 관여하는 GPAT 에도 AMPK 가 영향을 미치는 것으로 연구되었
다. Glucose 투여에 의하여 증가한 FAS 의 발현이 AICAR 투여에 의하
여 저하되었다 (Foretz et al., 1998). 그리고 다른 실험 모델에서 
hepatocyte 에 대한 AICAR 의 투여는 GPAT 의 활성을 감소시키는 것
으로 보고되었다 (Muoio et al., 1999). ACC, FAS, 그리고 GPAT 는 전
사인자인 sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c) 에 
의하여 발현이 조절된다고 알려져 있다 (Jump et al., 2005; Kim et al.,
1999; Horton et al., 2003). AMPK 가 지속적으로 활성화된, 간세포에서 
SREBP-1c 의 발현이 억제되었다 (Foretz et al., 2005). 최근 insulin
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resistance 유발 마우스 실험 모델에서 AMPK 가 SREBP-1 과 SREBP-2
를 직접적으로 인산화 시킴으로서 SREBP-1 과 SREBP-2 에 의한 전사를 
억제한다는 보고가 있었다 (Li et al., 2011). 보고된 연구결과를 종합했
을 때, 활성화된 AMPK 는 직접적으로 지방산 생성효소인 ACC 를 인
산화 시키거나, 지방산/중성지방 합성효소의 전사인자인 SREBP-1c 를 
인산화시켜 불활성화 시킴으로써 간에서 지질생성을 억제할수 있다. 따
라서 AMPK 의 활성화에 대한 연구는 비알코올성 지방간 치료의 유망
한 치료점이 될 수 있음을 시사한다.
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5. 연구 목적
최근 본 실험실 선행연구에서, 고지방식이에 의해 유발된 비알코올
성 지방간에서 betaine 의 투여는 간내 BHMT 의 단백질 발현을 증가
시키고 homocysteine 농도를 저하시켰다 (Ahn et al., 2015). 또한 
betaine 의 투여는 지질생성 효소의 전사인자로 알려져 있는 liver X
receptor α (LXRα) 와 SREBP-1c 의 발현을 감소시켰으며, AMPK 와 
ACC 의 인산화를 증가시켜 지질생성 경로를 억제하였다. 본 실험실 선
행연구와 같은 맥락의 연구결과로서, 마우스에 high-sucrose 식이와 함
께 betaine 을 투여한 실험모델에서 간내 homocysteine 의 농도는 
high-sucrose 식이에 의하여 증가하였으며. betaine 병용투여에 의하여 
감소하였다 (Song et al., 2007). High-sucrose 와 betaine 의 병용투여는 
지질합성 전사인자인 SREBP-1 의 mRNA 발현과 지질합성 효소인 ACC
와 FAS 의 mRNA 발현을 감소시켰다. 또한 betaine 의 병용투여는 
AMPK 와 ACC 의 인산화를 증가시켜 지질생성을 억제하는 결과를 보
여 주었다. 이 연구 결과들은 비알코올성 지방간에 대한 betaine 의 효
과는 그동안 제시되어 왔던 간에서의 지질배출 증가 뿐만 아니라, 간에
서의 지질생성 억제와도 관련이 있음을 시사한다. 하지만 betaine 의 투
여가 지질생성 경로에 미치는 영향은 그 연구가 제한적이며, 특히 
AMPK 의 활성화에 대한 betaine 의 영향은 아직 그 기전이 밝혀지지 
않았다.
한편 homocysteine 은 알코올성 지방간 실험모델에서 ER stress 증
가를 통해 SREBP-1c 의 발현을 증가시킴으로써 지질생성에 관여하여 
알코올성 지방간을 일으키는 것으로 보고되었다 (Ji and Kaplowitz,
2003). Betaine 의 투여는 homocysteine 대사에 관여함으로써 알코올성 
지방간을 억제함이 보고되어 왔다. 하지만 그 외 간 내 지질생성에 대
한 homocysteine 의 역할과 betaine 의 지방간 억제 기전은 그 연구가 
제한적이다. 따라서 본 연구의 목적은 비알코올성 지방간 유발 동물모
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델에서 betaine 투여에 의한 homocysteine 의 농도변화와 연관하여, 지
질생성 경로에 중요한 AMPK 활성화에 미치는 영향을 평가하는 것이
다. 또한 동물실험 뿐만 아니라, hepatoma 세포주를 이용한 실험을 통
하여 betaine 의 투여가 AMPK 활성화에 미치는 작용점을 규명하는 것
이다.
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실험 재료 및 방법
1. 실험재료
1. 1. 시약 및 화학물질
Betaine, DL-homocysteine, 1,1-dimethylbiguanide (metformin),
hydroxylamine, sodium bicarbonate, ethylenediamine tetraacetic acid
disodium salt (EDTA), sodium phosphate, Bradford reagent, Tween
20, 2-mercaptoethanol, bromophenol blue, tetramethylethylenediamine
(TEMED), boric acid, ammonium phosphate, sodium acetate,
dithiothreitol, sodium bicarbonate, glutathione,
7-Fluorobenzofurazan-4-sufonic acid ammonium salt (SBD-F),
naphthol blue black, folin-ciocalteau's phenol reagent, triglyceride
reagent, free glycerol reagent, glycerol standard 는 Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA) 에서 구입하였다.
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum
(FBS), new born calf serum, penicillin and streptomycin 은 Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) 에서 구입하였다.
Dimethyl sulfoxide (DMSO), glycerol, Tris-acid, glycine 는 
Amresco Inc. (Cochran Road Solon, OH, USA) 에서 구입하였다.
Hydrogen chloride (HCl) 는 Daejung Chemicals & Metals Co. (경
기도 시흥시) 에서 구입하였다.
Ethanol, sodium chloride (NaCl), potassium chloride (KCl),
chloroform, sodium hydroxide, perchloric acid, formaldehyde, acetic
acid 는 Duksan Pure Chemical Co. (경기도 안산시)에서 구입하였다.
Skim milk, ammonium persulfate (APS), Bis/Acrylamide solution,
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amido black, bovine serum albumin (BSA), nitrose cellulose, sodium
dodecyl sulfate (SDS) 는 Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)
에서 구입하였다.
Cholesterol reagent, cholesterol standard 는 Randox Laboratories
(Anrtrim, UK)에서 구입하였다.
ECL prime reagent, ECL plus reagent, Tris-base, RIPA buffer 는 
reagent grade 또는 그 이상의 품질을 사용하였다.
High performance liquid chromatography (HPLC) 분석에 사용한 
methanol 은 Burdick and Jackson 사 (Muskegon, MI, USA) 에서 
HPLC grade 제품을 구입하였다. 그 외 실험에 사용한 모든 시약은 
reagent grade 또는 그 이상의 품질을 사용하였다.
1. 2. 항체
Anti-cystathionine β synthase (CBS), methionine
adenosyltransferase I/III (MAT I/III), glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) polyclonal 항체는 Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA) 에서 구입하였다. Anti-betaine homocysteine
methyltransferase (BHMT) 항체는 Everest Biotech (Oxfordshire, UK)
에서 구입하였다. Anti-phosphorylated adenosine monophosphate
activated protein kinase (AMPK), phosphorylated liver kinase B1
(LKB1), phosphorylated acetyl CoA carboxylase (ACC), and
phosphorylated sterol regulated element binding protein-1c
(SREBP-1c), β-actin 항체는 Cellsignaling Technology (Denver, CO,
USA) 에서 구입하였다. 모든 1 차 항체는 5 % 의 BSA 에 적절한 비율
로 희석하여 사용하였으며, 사용 후 4 °C 에 보관하였다. 각 항체의 희
석 비율은 공급 회사의 datasheet 에 따랐다.
2 차 항체인 HRP conjugated goat anti-rabbit 은 Jackson Immuno
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Research (West Grove, PA, USA) 에서, donkey anti-mouse, donkey
anti-goat 는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 에서 
구입하였다.
2. 동물 실험
2. 1. 비알코올성 지방간 유발 모델
실험 동물로 웅성 Spague-Dawley (SD) 랫트 (9주령, 243 - 272 g)
를 (주) 샘타코 (경기도 오산시) 에서 구입하여 사용하였다. 실험에 사용
하기 전 1 주 이상 55 ± 5 % 의 습도, 22 ± 2 ℃ 의 온도 및 환기가 
조절된 서울대학교 약학대학 141 동 동물실험 연구동에서 동물을 적응
시켰으며 오전 7 시와 오후 7 시를 기준으로 12 시간 주기로 명암을 바
꾸어 주었다.
웅성 SD 랫트에게 Purina Korea (서울) 로부터 공급받은 control
chow diet 와 Dyets Inc. (Bethlehem, PA, USA) 로부터 공급받은 
methionine-choline deficient 식이 (MCD) (D518810, Figure 3) 를 ３ 주
간 자유롭게 공급하였다. Betaine 은 1 % 농도로 식수로 자유롭게 투여
하였다.
2. 2. 혈장의 분리
헤파린 처리된 syringe 를 사용하여 채혈한 후, 15,000 rpm 에서 40
초간 원심 분리한 상등액 (혈장) 을 -70 ℃ 이하로 유지되는 deep
freezer (Model ULT-1490, REVCO, Asheville, NC, USA) 보관하였다.
이 샘플을 혈중 cholesterol 측정에 사용하였다.
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Figure 3. Composition of the MCD diet.
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2. 3. 간의 S9 분획의 분리
마우스를 isoflurane 로 마취시키고 복강을 절개하여 적출된 간에 4
배 용량의 1.15 % KCl 을 가하여 약 1 분 20 초 정도 polytron
(ULTRA-TURRAX T-25, IKA-Labortechnik, Germany) 로 분쇄한 후 4
℃, 10,000 g 에서 high speed centrifuge (Model J2,-MC, Beckman
Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA) 로 30 분간 원심분리하고 상등
액 (S9 fraction) 을 취하였으며 이 분획을 단백질 발현측정에 사용하였
다. S9 분획은 실험 시까지 -70 ℃ 이하로 유지되는 deep freezer
(Model ULT-1490, REVCO, Asheville, NC, USA) 보관하였다.
2. 4. Methionine 함량 측정
간에 3 ~ 4 배 용량의 1.15 % KCl 을 가하여 약 1 분 정도 
polytron (ULTRA-TURRAX T-25, IKA-Labortechnik, Germany) 으로 분
쇄한 후, 분쇄액과 methanol 을 1:3 의 비율로 잘 혼합한 후, 시료를 약 
20,000 g 에서 10 분간 원심 분리하였다. 상등액을 증류수와 1:2 의 비
율로 잘 혼합하여 이 시료를 분석시 까지 -70 ℃ 이하의 deep freezer
에 보관하였다. 정량을 위해 O-phthaldialdehyde (OPA)　을 이용하여 
유도체화하였는데, 시료 40 ul 와 OPA 200 ul 를 1.5 ml tube에서 2 분
간 반응시킨 후 역상 column 과 fluorometric 검출기 (FS-980
fluorescence detector, Applied Biosystem, Foster, CA, USA) 를 장착한 
HPLC 로 측정하였다. 0.1 M sodium acetic acid (Solvent A; pH = 7.2)
와 methanol + tetrahydrofuran = 97 + 3 (v/v) (Solvent B) 을 이동상
으로 사용하였으며 농도구배를 주기 위해 2 개의 pump (Jasco Model
PU-980, Jasco Co., Tokyo, Japan) 를 이용하였다. 농도 구배는 
Rajendra 의 방법 (1987) 을 약간 변화시켜 Solvent A 를 0 분에 90 %
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로, 0 - 4 분에 84 % 로, 4 - 12 분에 84 % 로, 12 - 18 분에 78 % 로,
18 - 22 분에 78 % 로, 22 - 26 분에 70 % 로, 26 - 30 분에 70 % 로,
30 - 47 분에 53 % 로, 47 - 51 분에 53 % 로, 51 - 56 분에 30 % 로,
56 - 58 분에 0 % 로, 58 - 62 분에 0 % 로, 62 - 63 분에 90 % 로 변
화시켰으며 온도 40 ℃ 에 유속은 1.0 ml/min 이었다.
2. 5. SAM 및 SAH 함량 측정
간에 3 ~ 4 배 용량의 1.15 % KCl 을 가하여 약 1 분 정도 
polytron (ULTRA-TURRAX T-25, IKA-Labortechnik, Germany) 으로 분
쇄한 후, 분쇄액에 1 M perchloric acid 를 1:1 의 비율로 가해 혼합한 
후, 시료를 약 20,000 g 에서 10 분간 원심 분리한 후 상등액을 취하여 
분석시 까지 -70 ℃ 이하의 deep freezer 에 보관하였다. SAM 과 SAH
의 분석을 위해 1-heptanesulfonic acid sodium salt 를 사용하여 ion
pairings 를 시키고 역상 column 과 UV 검출기 (UV-975 UV/VIS
detector, Jasco Co., Tokyo, Japan) 를 장착한 HPLC system 을 이용하
였다 (She et al., 1994). 이동상은 18 % methanol 을 함유하고 40 mM
ammonium phosphate 와 8 mM 1-heptane- sulfonic acid sodium salt
로 구성되었으며 pH 를 3.0 으로 맞추고, colume oven 을 이용하여 35
℃ 에서 분석하였다.
2. 6. Homocysteine 함량 측정
Homocysteine 의 함량은 Nolin 등의 방법 (2007) 을 약간 변형한 방
법으로 측정하였다. 간에 4 배 용량의 1.15 % KCl 을 가하여 약 1 분 
20 초 정도 polytron (ULTRA-TURRAX T-25, IKA-Labortechnik,
Germany) 로 분쇄한 후, 분쇄액 200 μl 와 10 mM dithiothreitol 200 μl
를 혼합하고 실온에서 30 분간 방치하여 시료에 포함된 homocystine 및 
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protein 결합형 homocysteine 을 환원시켰다. 이 용액과 2 mM EDTA
가 함유된 1 M HClO4 를 1:1 의 비율로 가해 혼합한 후, 시료를 약 
20,000 g 에서 10 분간 원심 분리하였다. 상등액에 1.55 M NaOH 를 적
당량 가해 pH 를 9.5 로 맞추고 7-Fluorobenzofurazan-4-sufonic acid
ammonium salt (SBD-F) 를 첨가한 후, 차광된 상태에서 1 시간동안 60
℃ 로 가열하여 반응시켜 유도체화 하였다. Symmetry C18 analytical
column (4.6 x 150 mm, 3.5 μm particles, Waters Co., Milford, MA,
USA) 이 장착된 HPLC 를 사용하여 30 ℃, 유속 0.8 ml/min 으로 용액 
중 homocysteine 을 분리하였으며 형광의 세기를 fluorescence detector
(Ex. 385 nm, Em. 515 nm) 로 측정하였다. 이동상은 0.1 M sodium
acetate buffer (pH 4.0) 을 A 로 methanol 을 B 로 사용하여 A 의 비
율이 0 - 7 분 까지 100 %, 7 - 8 분 까지 25 % 로, 8 - 13 분 까지 25
%, 그리고 13 - 14.5 분까지 100 % 가 되도록 변화시켰다.
Homocysteine 을 사용하여 표준검량선을 작성하고 시료 중의 농도를 
구하였다.
2. 7. 단백질 함량 측정
단백질 총량은 Lowry 등 (1951) 의 방법으로 측정하였다. 시험관에 
150 μl 의 단백질 희석액을 넣고 Lowry complex (2 % (w/v) Na2CO3 :
1 % (w/v) copper sulphate : 2 % (w/v) potassium sodium tartrate =
100 : 1 : 1) 750 μl 를 가하고 즉시 혼합했다. 10 분 후 75 μl 의 0.1 N
folin-ciocalteau's phenol 시약을 가하고 즉시 혼합한 다음 30 분 후에 
750 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 표준검량선은 bovine serum
albumin (BSA) 을 이용하였으며 작성된 검량선으로부터 시료의 단백질 
농도를 계산하였다. 이를 이용해 효소활성 측정 및 단백질 발현 측정에 
적용하였다.
- 40 -
2. 8. 단백질 발현 측정
Laemmli 의 방법 (1970) 에 따라 각 분획의 단백질을 sodium
dodecyl-sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 하였다.
7.5 % seperating gel 을 제조하기 위해 3.95 ml 의 증류수와 2.5 ml 의 
1.5 M Tris 완충액 (pH 8.8) 및 3 ml 의 30 % acrylamide/bis 용액을 
섞었다. 위의 용액에 즉시 조제한 10 % ammonium persulfate 60 μl 와 
TEMED 5 μl 를 가하여 미리 준비된 gel 굳힘용 유리판 사이에 붓고 
그 위에 증류수를 가하여 gel 표면을 고르게 한 후 약 1 시간 가량 방
치하여 굳혔다. 12 % seperating gel 은 7.5 % gel 의 조성 중 증류수는 
2.85 ml, 30 % acrylamide/bis 용액은 4 ml 로 변화시켜 만들었다.
Seperating gel 이 굳은 후 gel 표면의 증류수를 조심스럽게 제거하였으
며, 다음의 조성에 따라 stacking gel 을 가한 후 comb 을 꽂아 sample
loading 준비를 하였다. Stacking gel 은 3.36 ml 의 증류수, 0.5 M Tris
(pH 6.8) 1.5 ml, 30 % acrylamide/bis 용액 780 μl, 10 % ammonium
persulfate 45 μl 와 TEMED 6 μl 를 가해 제조하였다. 전기 영동할 시
료는 sample dilution buffer (1 M Tris (pH 6.8) 2.5 ml, 80 % glycerol
5 ml, 20 % SDS 5 ml, 1 % bromophenol blue 0.2 ml,
b-mercaptoethanol 2 ml 과 증류수 5.3 ml 포함) 를 가해 적절한 농도
로 희석하고, 95 ℃ 에서 5 분간 가열하여 준비하였다. 준비된 gel 에 
시료를 loading 한 후 running buffer (1 L 의 용액중에 Trizma base
3.04 g, glycine 14.42 g, 20 % SDS 5 ml 포함) 내에서 전기영동하였다.
전압은 stacking gel 에서 100 volts 가 되도록 하고, seperating gel 에
서는 160 volts 를 유지하였다. 전기영동이 끝난 후 80 volts 에서 2 시
간 동안 gel 을 nitrocellulose (NC) 지에 전이하였다. 이때 사용한 
transfer buffer 는 1 L 용액 중에 trizma base 3.04 g, glycine 14.42 g
및 200 ml 의 methanol 이 포함되었다. 전이가 끝난 NC 지는 단백질을 
염색시키는 amido black 용액을 이용해 전이과정이 정상적으로 이루어
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졌는지 확인하였으며, 5 % non-fat milk 용액에 담가 상온에서 1 시간 
방치하여 비특이성 결합을 방지하고, 0.05 % Tween 20 을 함유한 Tris
buffer (TBST) 로 3 회 이상 세척한 후 1 차 항체를 사용하여 4 ℃ 에
서 하룻밤 방치하였다. 1 차 항체는 5 % bovine serum albumin 용액에 
희석하였다. 다음날 5 % non-fat milk 용액으로 희석한 2차 항체로 상
온에서 1 시간 동안 반응시킨 후 ECL chemiluminescence system
(Amersham, Gaithesberg, MA, USA) 을 사용하여 발색하였다.
2. 9. 조직 중 중성지방 함량 측정
간에 4 배 용량의 1.15 % KCl 을 가하여 약 1 분 20 초 정도 
polytron (ULTRA-TURRAX T-25, IKA-Labortechnik, Germany) 로 분쇄
한 후, 분쇄액으로 부터 lipids 추출한 후 Sigma kit (No. TR0110) 을 
이용하여 중성지방 함량을 측정하였다. 간 sample 100 μl 에 
CHCl3:MeOH (1:2) 375 μl, CHCl3 125 μl, DW 125 μl 를 첨가한 후, 충
분히 혼합하였다. 실온에서 10 분간 1000 g 로 원심분리 하여, 아래쪽의 
CHCl3 층에서 조심스럽게 lipids 를 취하였다. 분리한 lipids 10 μl 에 
triglyceride reagent:free glycerol reagent 1:4 비율로 혼합한 용액을 1
ml 을 넣은 후, 37 ℃에서 10 분간 반응 시킨 후, 540 nm에서 흡광도 
측정을 하였다. Glycerol standard 용액을 동일한 방법으로 반응시켜 표
준 검량선으로 사용하여, 함량을 구하였다.
2. 10. Oil red O staining
Optimum cutting temperature (O.C.T.) compound 에 고정되어 얼
려진  조직을 10 μM 두께로 -20 ℃ 에서 frozen section 후,
Gum-sucrose 에 20 분간 담궈 지방을 완화시키고 100 % propylene
glycol에서 5 분 동안 탈수시켰다. Oil red O 를 이용하여 60 ℃에서 7
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분 동안 염색한 후 85 % propylene glycol 에 3 분 동안 함수하였으며,
distilled water (DW) 로 20 회 정도 세척하였다. 희석된 Harri's
hematoxylin 으로 2 분 동안 배경을 염색하였으며 잘 세척한 후 수용성 
봉입제 (glycerin) 으로 봉입하였다. 현미경으로 관찰시 fat 은 붉은색을 
띠며, 핵은 푸른색을 띈다.
2. 11. 혈액 중 total cholesterol 함량 측정
헤파린 처리된 syringe 를 사용하여 채혈한 후, 15,000 rpm 에서 40
초간 원심 분리한 상등액 (혈장) 을 Randox Laboratories (Antrim, UK)
의 cholesterol reagent kits (No. CH 201) 를 사용하여 측정하였다. 분
리한 혈장 10 μl 에 4-aminoantipyrine, phenol, peroxidase, cholesterol
esterase, 그리고 choleterol oxidase 가 포함된 reagent 를 1 ml 넣고 37
℃ 에서 5 분간 반응시킨 후, 500 nm 에서 흡광도 측정하였다.
Cholesterol standard 용액을 동일한 방법으로 반응시켜 표준 검량선으
로 사용하여, 함량을 구하였다.
3. 세포 실험
3. 1. 세포 배양
Human hepatoma HepG2 cell line 과 rat hepatoma H4IIE cell line
을 ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) 로
부터 구입하였다. HepG2 cell line 은 10 % fetal bovine serum, 100
U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycine 을 함유하고 있는 
Dulbecco's Modified Eagles medium (DMEM) 배지에 배양하였다.
H4IIE cell line 은  10 % fetal bovine serum, 10 % new born calf
serum, 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycine 을 함유하고 
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있는 Dulbecco's Modified Eagles medium (DMEM) 배지에 배양하였
다. HepG2 와 H4IIE cell line 모두 5 % CO2 와 95 % 공기를 함유한 
37 ℃ incubator 에서 배양하였다. 모든 실험에서 세포는 80 % 정도의 
confluency 를 유지하였고, 20 cell passages 를 넘지 않았다.
3. 2. 세포의 total whole lysate 분획의 분리
50 mm plate 또는 100 mm cell culture plate 에 배양한 세포의 배
지를 제거한 후, 세포를 PBS 로 2 회 이상 세척 후 50 mM Tris-HCl,
150 mM NaCl, 1 % NP-40, 0.5 % sodium deoxycholic acid, 0.1 %
SDS, 그리고 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride 를 함유하고 있는 
lysis buffer (RIPA buffer) 를 100~200 μl 가하여 세포를 완전히 용해시
켰다. 10000 g, 4 ℃에서 원심분리하여 얻은 상등액을 단백질 발현 분석
의 시료로 사용하였다. 세포의 total whole lysate 는 실험 시까지 -70
℃ 이하로 유지되는 deep freezer (Model ULT-1490, REVCO, Asheville,
NC, USA) 보관하였다.
3. 3. 세포내 homocysteine 함량 측정
RIPA buffer를 사용하여 용해시킨 세포용액을 사용하여, 조직에서와 
동일한 방법으로 세포내 homocysteine 을 측정하였다.
3. 4. 세포의 단백질 함량 측정
단백질 함량 측정은 Bradford reagent 를 사용하였다. 세포의 total
whole lysate 10 μl 에, Bradford reagent 300 μl 를 가한 후 595 nm 에
서 흡광도 측정하였다. 표준검량선은 bovine serum albumin (BSA) 을 
이용하였으며 작성된 검량선으로부터 시료의 단백질 농도를 계산하였
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다. 이를 이용해 세포내 homocysteine 농도 측정 및 단백질 발현 측정
에 적용하였다.
3. 5. 세포내 단백질 발현 측정 
조직에서의 단백질 발현 방법과 같은 방법을 사용하여 세포내 단백
질 발현을 측정하였다.
4. 통계 처리
모든 실험 결과는 mean ± SEM 으로 표시하였으며, one-way
analysis of variance (ANOVA) test 를 실시하였으며, 모든 실험군들 간
의 비교를 위해 Newman-Keuls multiple range test 를, 대조군과 약물 
처리군과의 비교를 위해서 Dunnett's multiple comparison test 를 실시
하여 사후 검정하였다. 통계적인 유의성은 P 값이 0.05 미만인 경우를 
기준으로 판정하였다.
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결   과
PART I. MCD 식이 공급에 의한 지방간 생성과 
betaine 의 영향
1. MCD 식이와 betaine 의 병용투여가 체중변화 및 간무게에 
미치는 영향
랫트에 MCD 식이와 1 % betaine 을 식수로 3 주간 공급 후, 체중
변화 및 간 무게를 관찰하였다 (Table 1). 개체의 몸무게는 실험 시작시
점에서는  모든 군에서 차이가 없었지만, 실험 종료시점에서는 MCD 식
이군과 MCD 식이와 1 % betaine 병용투여 군에서 유의적인 감소를 보
였다. 간 무게는 몸무게와 마찬가지로 MCD 식이군과 MCD 식이와 1
% betaine 병용투여 군에서 유의적인 감소를 보였지만, 몸무게에 대한 
간무게의 비율은 차이가 없었다. Betaine 섭취량은 control 식이와 MCD
식이에 1 % betaine 병용투여 하였을 때, 두 군 사이에 차이가 없었고,
각각  1.0 g/kg/day 와 0.9 g/kg/day 이었다.
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Table 1. Body weight, liver weight, liver weight/body weight, and betaine intake in the rats fed a control
or MCD diet.
NC CB MCD MCDB
Starting weight (g) 262.2 ± 1.5 257.2 ± 8.1 256.7 ± 5.5 268.0 ± 3.0
Final weight (g) 366.5 ± 7.3a 390.0 ± 10.9a 219.0 ± 4.7b 226.7 ± 3.8b
Liver weight (g) 13.7 ± 0.6a 14.3 ± 0.9a 8.5 ± 0.2b 8.5 ± 0.8b
Liver weight
/body weight (%)
3.7 ± 0.1 3.6 ± 0.1 3.8 ± 0.1 3.7 ± 0.1
Betaine intake
(g/kg/day)
- 1.0 ± 0.3 - 0.9 ± 0.2
Rats were treated with four different diets. NC, control diet; CB, NC with 1 % betaine in drinking water; MCD,
methionine-choline deficient diet; MCDB, MCD with 1 % betaine in drinking water. Each value represents the mean ± SEM for
four rats. Values with different letters (a, b) are significantly different from one another (one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).
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2. MCD 식이와 betaine 의 병용투여가 간과 혈액의 지질에 미
치는 영향 
랫트에 대한 3 주간의 MCD 식이 투여는 간 내 중성지방의 농도를 
control 식이군에 비해 6 배 가량 증가시켰다 (Figure 4). MCD 식이와 
1 % betaine 병용투여는 NC, CB 군 보다 높은 중성지방의 농도를 보였
지만, MCD 식이 단독 투여 군에 비하여 50 % 가량 중성지방 농도를 
감소시켰다. 그리고 간 조직의 Oil red O 결과 또한 MCD 군에 비하여 
MCDB 군에서 지질의 축적이 완화되었다 (Figure 5). 혈중 total
cholesterol 은 chow 식이와 1 % betaine 병용투여에 의해 chow 식이 
단독투여에 비해 증가하였다. 그리고 MCD 식이에 의하여 혈중 total
cholesterol 은 감소하였으며, MCD 식이와 1 % betaine 병용투여에 의
하여 회복되었다 (Figure 6).
3. MCD 식이와 betaine 의 병용투여가 간내 AMPK 활성화에 
미치는 영향
간에서의 AMPK 의 인산화는 3 주간 MCD 식이 섭취에 의하여 감
소하였으며, MCD 식이와 1 % betataine 의 병용투여에 의하여 control
수준으로 회복되었다. AMPK 에 의하여 인산화되는 ACC 와 SREBP-1c
의 인산화는 MCD 식이에 의하여 감소하였고, MCD 식이와 bateine 의 
병용투여에 의하여 회복되었다. AMPK 의 상위단계 인산화 효소로 알
려져 있는 LKB1의 인산화도 betaine 을 투여한 CB 군과 MCDB 군 모
두에서 증가하였으며, MCD 식이에 의하여 감소하였다 (Figure 7).
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Figure 4. Hepatic triglyceride level in the rats fed MCD with
betaine treatment.
Rats were treated with four different diets. NC, control diet; CB, NC with 1
% betaine in drinking water; MCD, methionine-choline deficient diet; MCDB,
MCD with 1 % betaine in drinking water. Each value represents the mean
± SEM for four rats. Values with different letters (a, b, c) are significantly
different from one another (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls
multiple range test, p < 0.01).
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Figure 5. Histopathological examination of the liver. Oil Red O
staining of liver sections.
Rats were treated with four different diets. NC, control diet; CB, NC with 1
% betaine in drinking water; MCD, methionine-choline deficient diet; MCDB,
MCD with 1 % betaine in drinking water.
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Figure 6. Plasma total cholesterol level in the rats fed MCD with
betaine treatment.
Rats were treated with four different diets. NC, control diet; CB, NC with 1
% betaine in drinking water; MCD, methionine-choline deficient diet; MCDB,
MCD with 1 % betaine in drinking water. Each value represents the mean
± SEM for four rats. Values with different letters (a, b, c) are significantly
different from one another (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls
multiple range test, p < 0.01).










































Figure 7. Hepatic expressions of pAMPK, pACC, pSREBP-1c, and
pLKB1 in the rats fed MCD with betaine treatment.
Rats were treated with four different diets. NC, control diet; CB, NC with 1
% betaine in drinking water; MCD, methionine-choline deficient diet; MCDB,
MCD with 1 % betaine in drinking water. Each value represents the mean
± SEM for three rats. Values with different letters (a, b, c) are significantly
different from one another (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls
multiple range test, p < 0.01).
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4. MCD 식이와 betaine 의 병용투여가 간내 황함유 아미노산 
대사에 미치는 영향
간 내 methionine, SAM 그리고 SAH 의 농도는 3 주간 MCD 식이 
투여에 의하여 control 식이에 비하여 유의적으로 감소하였다 (Table 2).
Control 식이에 대한 1 % betaine 의 병용투여는 methionine 과 SAH
의 농도를 증가시켰지만, MCD 식이에 대한 1 % betaine 의 병용투여
는 유의적인 변화를 일으키지 않았다. 간 내 SAM 의 농도는 control 식
이와 MCD 식이에 대한 1 % betaine 의 병용투여에 의하여 유의적으로 
증가하였다. 간에서 methionine 을 SAM 으로 대사시키는 효소인 MAT
I/III 의 단백질 발현은 SAM 의 농도변화와 유사하게 control 식이와 
MCD 식이에 1 % betaine 을 병용투여 하였을 때, 유의적으로 증가하
였다 (Figure 8). 간 내 homocysteine 의 농도는 MCD 식이 3 주간 투
여에 의하여 control 식이군에 비하여 2 배 이상 증가하였다. 그리고 
control 식이와 MCD 식이에 대한 1 % betaine 의 병용투여는 간 내 
homocysteine 농도를 유의적으로 감소시켰다. 간에서의 BHMT 단백질 
발현은 control 식이 또는 MCD 식이와 1 % betaine 의 병용투여 에 의
하여 control 식이 단독투여군 보다 30 % 가량 증가하였다 (Figure 8).
반면 3 주간 MCD 식이 투여는 간에서의 BHMT 단백질 발현을 저하시
켰다.
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Table 2. Hepatic methionine, SAM, SAH, and homocysteine levels in the rats fed a control or MCD diet with
betaine treatment.
NC CB MCD MCDB
Methionine
(nmol/g liver)
228.9 ± 11.3a 300.2 ± 23.8b 153.2 ± 16.0c 189.9 ± 3.5ac
SAM
(nmol/g liver)
128.6 ± 10.7a 211.2 ± 34.3b 52.7 ± 11.0c 244.2 ± 49.7b
SAH
(nmol/g liver)
45.4 ± 3.7a 69.1 ± 4.1b 12.5 ± 0.6c 15.6 ± 1.0c
Homocysteine
(nmol/g liver)
7.6 ± 1.2a 2.8 ± 0.4b 18.7 ± 1.0c 3.0 ± 1.6b
Rats were treated with four different diets. NC, control diet; CB, NC with 1 % betaine in drinking water; MCD,
methionine-choline deficient diet; MCDB, MCD with 1 % betaine in drinking water. Each value represents the mean ± SEM for
four rats. Values with different letters (a, b) are significantly different from one another (one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).
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Figure 8. Hepatic expression of BHMT and MAT I/III in the rats
fed MCD with betaine treatment.
Rats were treated with four different diets. NC, control diet; CB, NC with 1
% betaine in drinking water; MCD, methionine-choline deficient diet; MCDB,
MCD with 1 % betaine in drinking water. Each value represents the mean
± SEM for three rats. Values with different letters (a, b, c) are significantly
different from one another (one-way ANOVA followed by Newman-Keuls
multiple range test, p < 0.05).
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PART II. 간세포에서 AMPK 활성화에 대한 betaine
과 homocysteine 의 영향
1. HepG2 세포주 에서 AMPK 활성화에 대한 betaine 의 영향
Betaine 과 homocysteine 이 AMPK 활성화에 미치는 영향을 규명하
고자, hepatoma 세포주를 사용하여 실험을 진행하였다. HepG2 세포주
에 다양한 농도의 betaine (0.3, 1, 또는 3 mM) 을 처리하여 6 시간 동
안 배양하였을 때, AMPK 의 인산화가 betaine 처리에 의하여 영향을 
받지 않았다 (Figure 9). 그리고 betaine 의 처리는 ACC 와 SREBP-1c
의 인산화 와 LKB1 의 인산화에 영향을 미치지 않았다.
2. H4IIE 세포주 에서 AMPK 활성화에 대한 betaine 의 영향
HepG2 세포주에서 betaine 이 AMPK 활성화에 영향을 미치지 않았
으므로, HepG2 세포주와는 달리 BHMT 효소가 존재한다고 알려져 있
는 H4IIE 세포주를 실험에 사용하였다 (Schäfer et al., 2007). H4IIE cell
line 에 다양한 농도의 betaine (0.3, 1, 또는 3 mM) 을 처리하여 6 시간 
동안 배양하였을 때, AMPK 의 인산화가 betaine 1, 3 mM 처리에 의하
여 증가하였다 (Figure 10). 그리고 ACC 와 SREBP-1c 의 인산화 역시 
betaine 1, 3 mM 처리에 의하여 증가하였다. 하지만 betaine 의 처리는 
LKB1 의 인산화에는 영향을 미치지 않았다. 또한 BHMT 의 단백질 발
현이 betaine 처리에 의하여 증가하였고 (Figure 11), 세포내 
homocysteine 의 농도는 betaine 1, 3 mM 처리에 의하여 감소하였다 
(Figure 12).






























Figure 9. Effects of betaine on phosphorylation of AMPK, ACC,
SREBP-1c, and LKB1 in HepG2 cells.
HepG2 cells were exposed to 0.3, 1, or 3 mM betaine (Bet) for 6 h. Each
value represents the mean ± SEM for three samples.








































Figure 10. Effects of betaine on phosphorylation of AMPK, ACC,
SREBP-1c, and LKB1 in H4IIE cells.
H4IIE cells were exposed to 0.3, 1, or 3 mM betaine (Bet) for 6 h. Each
value represents the mean ± SEM for three samples. Values with different
letters (a, b, c) are significantly different from one another (one-way
ANOVA followed by Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).































Figure 11. Effects of betaine on protein expression of BHMT in
H4IIE cells.
H4IIE cells were exposed to 0.3, 1, or 3 mM betaine (Bet) for 6 h. Each
value represents the mean ± SEM for three samples. Values with different
letters (a, b, c) are significantly different from one another (one-way
ANOVA followed by Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).
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Figure 12. Effects of betaine on cellular homocysteine level in
H4IIE cells.
H4IIE cells were exposed to 0.3, 1, or 3 mM betaine (Bet) for 6 h. Each
value represents the mean ± SEM for four samples. Values with different
letters (a, b) are significantly different from one another (one-way ANOVA
followed by Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).
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3. H4IIE 세포주 에서 AMPK 활성화에 대한 homocysteine 의 
영향
앞의 HepG2 세포주와 H4IIE 세포주에 betaine 처리한 실험결과를 
통해 세포내 BHMT 발현에 의한 homocysteine 의 농도변화와 AMPK
활성화가 연관이 있는 것으로 판단되어, 다양한 농도의 homocysteine
(10, 30, 또는 100 μM) 을 HepG2 세포주에 6 시간 동안 처리하였다.
AMPK 의 인산화는 30, 100 μM homocysteine 의 처리에 의하여 감소
하였다 (Figure 13). ACC 의 인산화 역시 30, 100 μM homocysteine 의 
처리에 의하여 감소하였으며, SREBP-1c 의 인산화는 homocysteine 처리
에 의하여 농도 의존적으로 감소하였다. LKB1 의 인산화 또한 100 μM
homocysteine 의 처리에 의하여 감소하였다.








































Figure 13. Effects of homocysteine on phosphorylation of AMPK,
ACC, SREBP-1c, and LKB1 in HepG2 cells.
HepG2 cells were exposed to 10, 30, or 100 μM homocysteine (Hcy) for 6 h.
Each value represents the mean ± SEM for three samples. Values with
different letters (a, b, c) are significantly different from one another
(one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple range test, p <
0.05).
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4. HepG2 세포주 에서 AMPK activator 인 metformin 과 
homocysteine 의 병용투여가 AMPK 활성화에 미치는 영향
AMPK activator 로 알려져 있는 metformin 과 homocysteine 을 
HepG2 cell 에 병용처리 하여, AMPK 활성화에 대한 homocysteine 의 
영향을 측정하였다. Metformin 2 mM 전처리에 의하여 AMPK 인산화
가 증가하였고, 그에 따라서 ACC 와 SREBP-1c 의 인산화 역시 증가하
였다 (Figure 14). 하지만 LKB1 의 인산화는 2 mM metformin 의 전처
리에 의하여 영향을 받지 않았다. Metformin 전처리에 의하여 증가된 
AMPK 와 ACC 의 인산화는 metformin 과 homocysteine 30 μM 병용
처리에 의하여 control 군과 같은 수준으로 감소하였다. SREBP-1c 의 인
산화는 metformin 과 homocysteine 의 병용처리에 의하여 
homocysteine 의 농도 의존적으로 감소하였다. LKB1 의 인산화는 
metformin 과 homocysteine 30 μM 병용처리에 의하여 유의적으로 감
소하였다.









































Figure 14. Effects of metformin and homocysteine on
phosphorylation of AMPK, ACC, SREBP-1c, and LKB1 in HepG2
cells.
Cells were pretreated with 2 mM metformin (Met) for 30 min before
homocysteine (Hcy) treatment at 10 or 30 μM. HepG2 cells were incubated
for 6 h after homocysteine treatment. Each value represents the mean ±
SEM for three samples. Values with different letters (a, b, c) are
significantly different from one another (one-way ANOVA followed by
Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).
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5. HepG2 세포주 에서 hydroxylamine (HA) 투여가 AMPK
활성화에 대한 영향
Homocysteine 농도변화가 AMPK 활성화에 미치는 영향을 확인하기 
위하여, 실험적으로 CβS inhibitor 로 사용되는 hydroxylamine (HA) 을 
2 시간 동안 처리하였다 (Asimakopoulou et al., 2013). HA 1 mM 처리
에 의하여 CβS 단백질 발현이 감소하였으며 (Figure 15), 세포내 
homocysyteine 의 농도가 증가하였다 (Figure 16). Hydroxylamine 에 
의한 CβS 활성 감소는 보고가 되었지만, CβS 의 단백질 발현은 보고된 
바가 없었다. 또한 hydroxylamine 처리에 의해 세포내 homocysteine 농
도변화는 보고된 바가 없었다. 본 실험결과는 세포에 대한 
hydroxylamine 의 처리가 CβS 단백질 발현에 영향을 줄 수 있으며, 그
에 따라 homocysteine 농도를 증가시킬 수 있음을 보여준다. HA 0.3, 1
mM 처리는 AMPK 인산화를 감소시켰으며, HA 1 mM 처리에 의하여 
ACC 와 SREBP-1c 의 인산화가 감소하였다. 하지만 HA 처리에 의해 
LKB1 인산화는 영향을 받지 않았다 (Figure 17).





























Figure 15. Effects of hydroxylamine (HA) on protein expression of
CβS in HepG2 cells.
HepG2 cells were exposed to HA (0.3 or 1 mM) for 2 h. Each value
represents the mean ± SEM for three samples. Values with different letters
(a, b) are significantly different from each other (one-way ANOVA followed
by Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).
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Figure 16. Effects of hydroxylamine (HA) on cellular homocysteine
level in HepG2 cells.
HepG2 cells were exposed to HA (0.3 or 1 mM) for 2 h. Each value
represents the mean ± SEM for four samples. Values with different letters
(a, b) are significantly different from each other (one-way ANOVA followed
by Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).



































Figure 17. Effects of hydroxylamine (HA) on phosphorylation of
AMPK, ACC, SREBP-1c, and LKB1 in HepG2 cells.
HepG2 cells were exposed to HA (0.3 or 1 mM) for 2 h. Each value
represents the mean ± SEM for three samples. Values with different letters
(a, b) are significantly different from each other (one-way ANOVA followed
by Newman-Keuls multiple range test, p < 0.05).
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6. H4IIE 세포주 에서 homocysteine 과 betaine 의 병용투여가 
AMPK 활성화에 미치는 영향
Homocysteine 과 betaine 의 병용투여에 의해 AMPK 활성화가 어떠
한 영향을 받는지 살펴 보기 위하여, H4IIE 세포주에 homocysteine 을 
30 분 전처리 후, betaine 을 6 시간 동안 병용처리하였다. H4IIE 세포
주에 대한 homocysteine 100 μM 처리는 HepG2 세포주에 대한 실험결
과와 마찬가지로 AMPK, ACC, SREBP-1c, 그리고 LKB1 의 인산화를 
감소시켰다 (Figure 18). Homoycsteine 전처리에 의해 감소된 AMPK
의 인산화는 homocysteine 과 betaine 3 mM 병용처리에 의하여 
control 수준으로 회복되었다. ACC 의 인산화는 homocysteine 전처리
에 의해 감소하였고, homocysteine 과 betaine 1, 3 mM 병용처리에 의
하여 control 수준으로 회복되었다. Homocysteine 전처리에 의해 감소
된 SREBP-1c 의 인산화는 homocysteine 과 betaine 1, 3 mM 병용처리
에 의해서 control 군보다 증가하였다. LKB1 의 인산화는 homocsyteine
전처리에 의하여 감소하였으며, homocysteine 과 betaine 1, 3 mM 병용
처리에 의하여 control 군보다 증가하였다. 세포 내 homocysteine 의 농
도는 homocysteine 전처리에 의하여 증가하고, homocysteine 과 
betaine 병용처리에 의하여 control 수준으로 낮아졌다 (Figure 19). 그리
고 BHMT 의 단백질 발현은 homocysteine 100 μM 전처리에 의하여 유
의적으로 감소하였고, homocysteine 과 betaine 병용처리에 의하여 
control 수준으로 회복되었다 (Figure 20).















































Figure 18. Changes in activation of the AMPK pathway in H4IIE
cells treated with homocysteine and/or betaine.
Cells were pretreated with 100 μM homocysteine (H) for 30 min before
betaine (B) treatment. H4IIE cells were incubated for 6 h after betaine
treatment. Each value represents the mean ± SEM for three samples. Values
with different letters (a, b, c) are significantly different from one another
(one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple range test, p <
0.05).
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Figure 19. Changes in the cellular homocysteine level in H4IIE cells
treated with homocysteine and/or betaine.
Cells were pretreated with 100 μM homocysteine (H) for 30 min before
betaine (B) treatment. H4IIE cells were incubated for 6 h after betaine
treatment. Each value represents the mean ± SEM for four samples. Values
with different letters (a, b) are significantly different from each other
(one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple range test, p <
0.05).
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Figure 20. Changes in the protein expression of BHMT in H4IIE
cells treated with homocysteine and/or betaine.
Cells were pretreated with 100 μM homocysteine (H) for 30 min before
betaine (B) treatment. H4IIE cells were incubated for 6 h after betaine
treatment. Each value represents the mean ± SEM for three samples. Values
with different letters (a, b) are significantly different from each other
(one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple range test, p <
0.05).
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고   찰
본 실험에서 대표적인 비알코올성 지방간 유발 식이로 알려져 있는,
MCD 식이에 1 % betaine 을 식수로 3 주간 병용투여하여 비알코올성 
지방간에 대한  betaine 의 지방간 억제효과를 연구하였다. 랫트에 
MCD 식이 3 주간 투여는 간에서 지질의 축적을 증가시키며, 혈중 total
cholesterol 은 감소시켜 지질 대사를 교란하였다. 그리고 MCD 식이에 
대한 1 % betaine 병용 투여는 간에서 MCD 식이에 의해 증가된 지질
의 축적을 완화시켰다. 혈중 total cholesterol 농도는 MCD 식이 공급에 
의하여 저하되었으며, MCD 식이와 betaine 병용투여에 의하여 정상수
준으로 회복되었다. 이 결과는 betaine 의 투여가 MCD 식이에 의해 교
란된 간에서의 지질배출 경로를 정상화 시키는 효과가 있음을 보여주었
다. 대표적인 비알코올성 지방간 유발 실험모델인 MCD 식이의 투여는,
methionine 과 choline 의 결핍으로 인해 간에서 VLDL 의 주요한 구성
성분인 phosphatidylcholine 의 농도저하가 일어나게 되어 간에서의 지
질배출이 저하됨으로써 비알코올성 지방간을 유발하는 것으로 알려져 
있다 (Lomvardi et al., 1968; Ghoshal, 1995; Veteläinen et al., 2007). 따
라서 이 결과들은 betaine 의 투여가 간에서 VLDL 합성에 영향을 주어,
간에서의 지질의 배출을 증가시켜 간 내 지질축적을 억제할 수 있음을 
보여준다. 이 결과는 최근 본 연구자에 의해 보고된 고지방식이에 의해 
교란된 지질배출 억제가 betaine 투여에 의하여 회복된 결과와 일치한
다 (Ahn et al., 2015).
간에서 지질배출 형태인 VLDL 의 합성에 중요한 구성 요소인 
phsphatidylcholine 의 합성은 간 내 황함유 대사와 연관이 있음이 알코
올성 지방간 실험모델에서 여러 연구자에 의해 보고되었다. 만성적인 
ethanol 의 투여는 SAM 과 SAM:SAH 의 비율을 낮춤으로서 간에서 
PEMT 의 활성을 감소시켜 phosphatidylcholine 의 합성이 감소하게 되
지만, betaine 의 투여는 PEMT 의 활성증가를 통해 
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phosphatidylcholine 생성을 증가시켜 간에서의 지질 배출이 증가되는 
것으로 보인다 (Jung et al., 2013; Kharbanda, 2007; Kharbanda, et al.,
2009). 알코올성 지방간에서의 연구뿐만 아니라, 최근 고지방식이에 의
해 유발된 비알코올성 지방간 모델에서 betaine 의 투여가 혈액과 간에
서 phosphatidylcholine 의 농도와 혈액에서의 VLDL 의 농도를 증가시
키는 결과가 보고되었다 (Xu et al., 2015). 이 결과는 고지방 식이를 이
용하여 비알코올성 지방간을 유발시킨 본 실험실 선행 연구에서,
betaine 의 투여에 의해 VLDL 의 주요한 구성요소인 혈중 
phosphatidylcholine 과 total cholesterol 이 증가한 결과와 일치하였다 
(Ahn et al., 2015). 같은 연구에서 고지방 식이에 대한 betaine 의 투여
는 phosphatidylcholine 뿐 만 아니라, 간에서 VLDL 형성 시 platform
protein 역할을 하는 ApoB 의 단백질 발현을 증가시켰다. 본 실험실 선
행연구뿐만 아니라, hepatoma 세포주 중의 하나인 McArdleRH-7777 세
포에 BHMT 를 transfection 시킨 실험모델과 methionine 결핍 식이를 
사용한 실험모델에서 betaine 의 투여는 BHMT 발현과 ApoB mRNA
발현을 증가시켜 간 세포내 지질축적을 억제하는 것으로 보고되었다 
(Sowden et al., 1999; Sparks et al., 2006). 결과적으로 betaine 의 투여
는 VLDL 합성에 주요한 요소인phosphatidylcholine 과 ApoB 의 합성 
증가를 통하여 간내 지질 축적을 억제하는 것으로 사료된다.
본 실험 결과에서 MCD 식이에 대한 betaine 의 병용투여는 지질배
출 뿐만 아니라, 지질생성 경로에도 영향을 주었음을 확인하였다. 3 주
간 MCD 식이투여는 AMPK 의 활성화를 감소시켰으며, AMPK 에 의
한 ACC 와 SREBP-1c 의 억제효과를 감소시켰다. 이 결과는 MCD 식이 
공급은 AMPK, ACC, 그리고 SREBP-1c 의 활성을 변화시켜 간에서 지
질합성의 증가를 유발할 수 있음을 의미한다. 하지만 MCD 식이에 의해 
유발된 비알코올성 지방간 유발모델에서 MCD 식이에 의한 지질배출 
억제효과는 활발히 연구되었지만, 지질합성 경로에 대한 MCD 식이의 
영향을 보고한 연구는 제한적이다. 최근 연구에서 MCD 식이의 투여에 
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의해 간에서 지질생성 효소로 알려져 있는 ACC, FAS, GPAT, 그리고 
DGAT2 의 mRNA 발현이 증가함이 보고되었으며, AMPK 의 인산화가 
감소함이 보고되었다 (Park et al., 2011; Tang et al., 2015). 따라서 
MCD 식이 공급은 지질생성 효소들의 발현에 영향을 가짐으로써 지방
간을 생성을 증가시킬 수 있는 것으로 보인다. 그리고 본 실험에서 
MCD 식이와 betaine 의 병용투여는 MCD 식이에 의하여 감소하였던 
AMPK 의 활성화를 증가시키고, ACC 와 SREBP-1c 의 불활성화를 증
가시켰다. 이 결과는 MCD 식이에 대한 betaine 의 투여가 간에서의 지
질배출 증가뿐만 아니라, MCD 식이에 의해 증가된 지질생성 경로를 저
해하여 지방간 생성을 억제할 수 있음을 의미한다.
한편 간 내 methionine 과 SAM 의 농도는 MCD 식이 공급에 의하
여 감소하였지만, homocysteine 의 농도는 반대로 MCD 식이에 의하여 
증가하였다. Betaine 투여는 SAM 의 농도를 증가시키고, homocysteine
의 농도저하를 일으켰다. Methionine, SAM 그리고 homocysteine 의 농
도변화에 관여하는, MAT I/III 와 BHMT 의 단백질 발현은 MCD 식이
와 betaine 병용투여에 의하여 증가하였다. MCD 식이투여 모델에서 간 
내 homocysteine 농도조절은 아직까지 보고된 바가 없었다. 하지만 유
사한 연구로서 MCD 식이와 choline deficinet 식이에서 간내 SAM 과 
SAM:SAH ratio 의 감소를 확인한 연구가 있었으며, methionine 결핍에 
의한 간내 homocysteine 농도증가가 보고된바있다 (Igolnikov and
Green. 2006; Zeisel et al., 1989; Aissa et al., 2014). 본 실험 결과와 함
께 위 실험결과들은 MCD 식이의 투여는 간 내 황함유 아미노산 대사
를 교란시켜  homocysteine 의 농도에 영향을 줄 수 있음을 강력하게 
시사한다. 그리고 3 주간 MCD 식이 공급모델을 통해 확인한, betaine
에 의한 간 내 AMPK 의 인산화, BHMT 단백질 발현 그리고 
homocysteine 의 농도에 대한 영향은 본 실험실 선행연구인 고지방 식
이에 의해 유발된 비알콜성 지방간 실험모델에서 확인한 결과와 일치하
였다 (Ahn et al., 2015). 또한 최근 보고에서 BHMT knockout 마우스의 
- 75 -
간과 혈액에서 정상 마우스보다 homocysteine 농도는 증가하였으며, 간
에서는 지질축적이 일어남이 보고되었다 (Teng et al., 2011). 그리고 
BHMT 를 과발현 시킨 transgenic 마우스 모델에서, high-methionine
low-folate (HMLF) 식이를 이용하여 비알코올성 지방간을 일으켰을 때,
정상적인 마우스에 비하여 BHMT 를 과발현시킨 transgenic 마우스에서 
간 내 지질축적이 억제되었다 (Ji et al., 2008). 따라서 MCD 혹은 고지
방 식이에 대한 betaine 의 병용투여 실험결과와 BHMT 유전자 변형 
동물모델 실험결과는 BHMT 작용과 지방간 생성이 연관이 있음을 암시
한다. 또한 BHMT 의 작용은 간 내 homocysteine 농도변화와 직접적인 
연관을 가지기 때문에 betaine 에 의한 지방간 억제 효과에서 BHMT
의 작용과 homocysteine 의 농도변화가 중요한 작용점이 될 수 있음을 
시사한다.
Betaine 이 BHMT 발현과 homocysteine 농도에 미치는 영향을 바탕
으로 betaine 의 지질생성 억제효과에 대한 영향을 연구하기 위하여 
hepatoma 세포주를 사용하여 세포실험을 진행하였다. 세포실험 결과,
HepG 세포주에 대한 betaine 의 단독처리는 AMPK 활성화에 아무런 
영향을 미치지 못하였지만, HepG2 세포주와는 달리 BHMT 효소가 존
재하는 H4IIE 세포주에서는 AMPK 활성화를 증가시켰다. 또한 HepG2
세포주에 대한 homocysteine 의 투여는 AMPK 의 활성화를 감소시키
고, ACC 와 SREBP-1c 를 인산화를 감소시켜 불활성화를 억제하였다. C
βS inhibitor 인 hydroxylamine (HA) 투여에 의해 세포내 
homocysteine 농도는 증가하였을 때, AMPK, ACC, 그리고 SREBP-1c
의 인산화는 억제되었다. 활성화 된 AMPK 에 대한 homocysteine 의 
영향을 측정하기 위하여, metformin 을 전처리 한 실험에서 AMPK,
ACC, 그리고 SREBP-1c 의 인산화는 metformin 전처리에 의하여 증가
하였다. 증가한 AMPK, ACC, 그리고 SREBP-1c 의 인산화는 metformin
과 homocysteine 병용처리에 의하여 감소하였다. 이 결과들은 세포내 
homocysteine 농도의 증가가 AMPK 활성화를 억제하며 AMPK 하위단
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계 효소들의 인산화를 감소시켜 세포내 지질생성 경로를 증가시킬 수 
있음을 시사한다.
Homocysteine 은 간에서 SAM 의 methylation 산물인 SAH 가 
SAH hydrolase 의 작용에 의하여 가역적으로 가수분해됨으로써 생성된
다. Homocysteine 은 methionine cycle 과 cysteine 과 glutathoine을 생
성하는 transsulfuration 반응의 교차지점에 위치한다. Homocysteine 은 
간 및 혈액 중에서 낮은 농도로 유지되고 있으며 황함유 아미노산 대사
체 중 가장 활성이 높아 산화적 스트레스를 유발한다고 보고되었다 
(McCully, 2009). 여러 보고들을 통하여 세포내 증가한 homocysteine 은  
ER stress 유발하는 중요한 인자로 여겨진다. ER stress 는 ER 에 과도
한 부하가 걸려 unfolded protein 이나 misfolded protein 이 축적되는 
현상으로 unfolded protein response (UPR) 를 유도하여 ER 의 과도한 
부하를 막거나, 단백질의 apoptosis 를 유도하게 된다 (Chakrabarti et
al., 2011). 혈관세포를 사용한 실험에서 homocysteine 은 ER 내 단백질
의 misfolding 을 야기시켰고, UPR 경로를 활성화시켜, 78 kDa
glucose-regulated protein/binding immunoglobulin protein
(GRP78/BiP) 와 growth arrest and DNA damage inducible proteins
(GADD) 153 같은 ER stree 관련 유전자의 발현을 증가시켰다 (Outinen
et al., 1998; Outinen et al., 1999). CβS 결핍 또는 ethanol 투여를 통해 
hyperhomocysteinemia 를 유도한 동물실험 모델에서 GRP78 와 GADD
153 과 같은 ER stress 관련 인자들의 mRNA 와 단백질 발현이 
homocysteine 의 농도가 증가함에 따라 함께 증가하였다 (Hamelet et
al., 2007; Ji & Kaplowitz, 2003). 많은 연구들을 통하여 homocysteine
에 의한 세포기능 이상에 ER stress 반응이 연관되어 있다고 판단된다.
한편 ER stress 는 간에서 cholesterol 과 중성지방 대사경로를 교란
하는 것으로 보고 되었다 (Werstuck et al., 2001). 비만 마우스의 간세
포에서 ER stress 는 단백질 합성을 저하시켰지만, 간에서의 지질합성을 
증가시켜 지방간을 유발시켰다 (Fu et al., 2011). 그리고 VLDL 구성 과
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정의 중요한 단백질인 ApoB 는 간내 ER stress 에 의하여 감소되었으
며, ApoB 의 감소는 간내 지질 축적의 중요한 기전이 될 수 있음이 보
고되었다 (Liao & Chan, 2001; Ota et al., 2008). ER stress 는 간 내 지
질합성 과정에서 핵심적인 역할을 하는 전사인자인,
CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) α and β, peroxisome
proliferator-activated receptor γ (PPARγ), 그리고 SREBP-1 의 발현을 
조절할 수 있음이 보고되었다 (Zhang et al., 2011; Lee et al., 2012a;
Lee et al., 2012b). 간 내 지질합성 증가에 대한 ER stress 의 역할은 
ethanol 투여모델이나 ER stress 유발물질을 직접 투여한 모델, 또는 ER
stress 관련 유전자를 변형 시킨 transgenic 마우스를 통하여 연구되었
다. 먼저 마우스에 대한 ethanol 의 투여는 간에서 GRP 78 과 GADD
153 과 같은 ER stress 관련 인자를 증가시켰으며, SREBP-1 의 발현을 
증가시켜 ethanol 에 의한 지방간을 유발한다고 보고되었다 (Ji &
Kaplowitz, 2003). ER stress 관련 유전자 변형 마우스를 사용한 실험모
델에서, UPR sensor 로 알려져 있는 inositol-requiring enzyme 1α 
(IRE1α) knockout 마우스는 ER lumen 에 unfolded/misfolded 단백질
의 증가를 보였다 (Zhang et al., 2011). 같은 실험에서 ER stress 유발물
질로 알려져 있는 tunicamycin 을 IRE1α knockout 마우스에 투여하였
을 때, 지질합성에 관여하는 전사인자인 C/EBPβ  와 PPARγ 의 발현
이 증가하여 지방간이 유발되었다. 그리고 ER stress 유발물질로 사용되
는 thapsigargin 또는 tunicamycin 을 투여한 실험모델에서 지질합성에 
관련된 전사인자와 효소인, C/EBPα, PPARγ, SREBP-1c, ACC 그리고 
stearoyl-CoA desaturase-1 의 발현이 증가하여 간내 지질합성이 증가하
였다 (Lee et al., 2012a; Lee et al., 2012b). 최근 hepatoma cell line 에 
tunicamycin 을 투여한 실험에서, tunicamycin 의 투여는 AMPK 의 활
성화를 저해하여, C/EBPβ 와 gluconeogenesis 과정의 핵심 효소인 
PEPCK 의 유전자 발현을 증가시키는 인자인 cAMP-responsive element
binding (CREB) 활성을 증가시켰다 (Choudhury et al., 2011). 이러한 
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연구결과는 thapsigargin, tunicamycin 과 함께 ER stree 유발물질로 알
려져 있는 homocysteine 이 ER stress 를 증가시켜 AMPK 의 활성화를 
저해할 수 있으며, AMPK 활성억제를 통하여 간에서 지질합성을 증가
에 관여할 수 있음을 시사한다.
H4IIE 세포주에 대한 homocysteine 과 betaine 의 병용처리 세포 실
험에서 homocysteine 의 전처리는 AMPK 의 인산화를 감소시켰으며,
그에 따라 ACC 와 SREBP-1c 의 인산화 역시 감소하였다.
Homocysteine 에 대한 betaine 의 병용처리는 AMPK, ACC 그리고 
SREBP-1c 의 인산화를 회복 또는 증가시켰다. 한편 BHMT 의 단백질 
발현은 homocysteine 처리에 의하여 감소하였으며, betaine 병용처리에 
의하여 증가하였다. BHMT 의 단백질 발현과는 반대로 세포내 
homocysteine 의 농도는 homocysteine 과 betaine 병용처리 군에서 감
소하였다. 이 결과는 betaine 에 의한 homocysteine 감소와 AMPK 인산
화 증가가 연관이 있음을 의미한다. 본 실험과 유사한 결과로서, 체내에 
5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF) 의 전구체로 작용하여 betaine 과 
같이 homocysteine 의 remethylation 에 관여하는 folate 를 고지방 식
이와 함께 공급한 동물실험모델에서, 비만정도와 인슐린 저항성이 감소
하였고, 간에서 AMPK 의 활성화가 증가하였다 (Buettner et al., 2010).
또한 최근 연구에서 마우스에 고지방식이를 투여한 비알코올성 지방간 
모델에서 folate 의 투여는 고지방식이에 의해 감소한 AMPK 의 인산화
를 증가시켰고, HepG2 세포주에 대한 5-MTHF 의 투여는 AMPK 의 
인산화를 증가시켰다 (Sid et al., 2015). 따라서 folate 와 5-MTHF 는 모
두 betaine 과 같이 homocysteine 을 methionine 으로 대사시키는 
remethylation 과정을 상향조절할 수 있기 때문에, betaine, folate 또는 
5-MTHF 은 세포내 homocysteine 농도를 낮춤으로써 AMPK 의 활성화
에 관여할 수 있음을 의미한다.
한편 본 실험에서 대표적인 AMPK 의 상위단계 인산화 효소로 알려
져 있는 LKB1 의 활성화에 대한 betaine 과 homocysteine 의 영향은 
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불분명하였다. MCD 식이를 사용한 동물실험 모델에서 LKB1 의 인산화
는 control 식이에 대한 betaine 병용투여군과 MCD 식이에 대한 
betaine 의 병용투여군에서 모두 control 수준보다 증가하였고, MCD 식
이 단독투여에 의하여 감소하였다. 세포실험에서 LKB1 의 인산화는 
homocysteine 100 μM 단독투여에 의하여 감소하였지만, hydroxylamine
을 통해 homocysteine 농도를 증가시켰을 때에는 영향이 없었다. 그리
고 homocysteine 과 betaine 병용투여 실험모델에서 homocysteine 100
μM 에 의하여 감소한 인산화가 homocysteine 과 betaine 1, 3 mM 병
용투여에 의해 증가하지만, betaine 단독투여 실험모델에서는 변화가 없
었다. LKB1 은 인산화 과정을 통하여 AMPK α subunit 에 대한 
affinity 가 증가한다고 알려져 있다 (Collins et al., 2000; Xie et al.,
2006; Sapkota et al., 2002). 따라서 본 실험에서는 AMPK 에 대하여 활
성화된 형태인 인사화된 LKB1 을 측정하였다. 하지만 LKB1 은 인산화
되는 것과는 별도로 STRAD-MO25 혹은 HSP90-CDC372 와 complex 를 
이루어 핵에서 cytoplasm 으로의 이동이 증가하고, 활성이 증가될 수 
있다고 보고되었다 (Baas et al., 2003; Zeqiraj et al., 2009; Milburn et
al., 2004; Nony et al., 2003; Boudeau et al., 2003). 또한 AMPK 는 
LKB1 이외에도 CaMKK 를 통하여 활성화에 영향을 받을 수 있다 
(Stahmann et al., 2006). 따라서 LKB1 의 활성화에 대한 본 실험 결과
는 homocysteine 에 의한 AMPK 활성화 억제 작용에 대해 상위단계 효
소에 대한 연구가 더 필요함을 의미한다.
본 실험의 결과를 종합하면, MCD 식이공급과 hepatoma 세포주에서 
homocsyteine 의 직접적인 투여로 인한, 간세포 내의 homocysteine 농
도의 증가는 직접적으로 AMPK 의 활성화를 억제하여 지질합성 경로를 
증가시킨다. 따라서 betaine 에 의한 지질합성 억제효과는 간에서 
BHMT 상향조절을 통해 homocysteine 농도를 낮춤으로써 일어남을 본 
실험을 통하여 확인하였다 (Figure 21). 따라서 본 연구는 간에서 
homocysteine 의 증가가 AMPK 활성화를 억제함을 보고한 첫 번째 연
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구라는 점에서 큰 의의를 가진다. 이것은 최근 human neuroblastoma
세포주에서 homocysteine 에 의한 AMPK 억제를 보고한 연구와 맥락을 
같이 한다 (Park et al., 2013). 따라서 AMPK 활성화에 대한 
homocysteine 의 영향은 더 많은 조직의 세포주를 사용한 실험 모델에
서 연구가 필요하며, homocysteine 에 의한 ER stress 와 AMPK 활성화
에 대한  심도있는 연구가 필요한 것으로 판단된다.
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Figure 21. Proposed mechanism of betaine to the AMPK activation
and lipogenesis.
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결   론
본 연구에서는 betaine 의 비알코올성 지방간에 대한 효과를 확인하
고, 지질합성 경로에 미치는 영향을 측정하였다. 나아가 지질합성 경로
에 대한 betaine 의 영향이 BHMT 상향조절을 통한 homocysteine 대사
와 관련성이 있는지를 규명하기 위하여 수행되었다.
1. MCD 식이에 대한 betaine 의 병용투여는 간에서의 지질 축적을 억
제하였다.
2. MCD 식이에 대한 betaine 의 병용투여는 간에서의 BHMT 단백질 
발현 증가를 통하여 homocysteine 의 농도를 감소시켰다.
3. H4IIE 세포주에서 betaine 은 BHMT 존재하에 homocysteine 농도를 
저하시키고, AMPK 활성화를 증가시켰다.
4. H4IIE 세포주에서 betaine 은 BHMT 존재하에 AMPK 하위단계 타겟
인, ACC 와 SREBP-1c 를 불활성화 시켰다.
5. HepG2 세포주와 H4IIE 세포주에서, homocysteine 농도증가는 세포
실험에서 AMPK 의 인산화를 억제하였다.
6. H4IIE 세포주에서 homocysteine 과 betaine 의 병용투여는           
homocysteine 투여에 의해 증가한 homocysteine 농도를 감소시켰다.
7. H4IIE 세포주에서 homocysteine 과 betaine 의 병용투여는 
homocysteine 투여에 의해 감소한 AMPK 의 활성화를 증가시켰다.
8. Homocysteine 은 간세포에서 직접적으로 AMPK 를 불활성화 시키
며, betaine 은 BHMT 상향조절을 통해 homocysteine 농도를 저하시
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The anti-lipogenic effect of betaine in rats fed methionine and
choline-deficient diet (MCD) was investigated. Intake of MCD for 3
wk resulted in a significant accumulation of hepatic lipids, which
was prevented by betaine supplementation in drinking water (1%).
Phosphorylation of AMP-activated protein kinas (AMPK), acetyl-CoA
carboxylase (ACC), sterol regulatory element-binding protein-1c
(SREBP-1c), and liver kinase B1 (LKB1) was inhibited by MCD
intake, and these changes were all inhibited by betaine feeding.
Meanwhile, betaine supplementation reversed the reduction of
methionine and S-adenosylmethionine (SAM), and the elevation of
homocysteine levels in the liver, which could be attributable to the
induction of betaine-homocysteine methyltransferase (BHMT) and
methionine adenosyltransferase (MAT). Different cell lines were used
to clarify the role of homocysteine on activation of the AMPK
pathway. Homocysteine treatment decreased pAMPK, pACC,
pSREBP-1c and pLKB1 in HepG2 cells. Metformin-induced activation
of AMPK was also inhibited by homocysteine. Treatment with
hydroxylamine (HA), a cystathionine b-synthase inhibitor, resulted in
a reduction of pAMPK, pACC and pSREBP-1c, accompanied by an
elevation of intracellular homocysteine. Betaine treatment prevented
the homocysteine-induced reduction of pAMPK, pACC, pSREBP-1c
and pLKB1 in H4IIE cells, but not in HepG2 cells. Also the elevation
of cellular homocysteine and inhibition of protein expression of
BHMT were prevented by betaine only in H4IIE cells which express
BHMT. The results suggest that the beneficial effect of betaine
against hepatic lipid accumulation may be attributed, at least in part,
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to the depletion of homocysteine via up-regulation of BHMT in
hepatocytes.
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